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1RÉSUMÉ 
Rôle de l’intégrine α6β4 dans la cancérogenèse colorectale humaine 
 
Par 
Jean-François Groulx 
Programme de biologie cellulaire 
 
Thèse présentée à la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de l’obtention 
du diplôme philosophiae doctor (Ph.D.) en biologie cellulaire, Faculté de médecine et des 
sciences de la santé, Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Québec, Canada, J1H 5N4 
 
Le cancer colorectal est la deuxième cause de décès par le cancer en Amérique du Nord. Il 
a été démontré que l’intégrine α6β4 est surexprimée dans les tumeurs primaires colorectales 
et qu’elle a un rôle protumoral. Toutefois, deux variants d’épissage alternatif existe pour la 
sous-unité intégrine α6 soit, α6A et α6B. Ils possèdent des domaines cytoplasmiques 
différents laissant croire qu’ils ont également des fonctions différentes. De plus, dans le 
cancer colorectal humain, une augmentation du ratio des variants α6A/α6B est observée, 
suggérant ainsi que le variant α6A participerait à la fonction protumorale de l’intégrine 
α6β4. Toutefois, le rôle précis du variant α6A et sa régulation dans le cancer colorectal 
humain demeurent inconnus. Les travaux de recherche de cette thèse visent à identifier le 
rôle du variant α6A dans la carcinogenèse colorectale humaine, en plus de comprendre la 
régulation de son expression. Dans un premier temps, mes expériences ont confirmé qu’une 
augmentation du variant α6A est responsable de la surexpression de la sous-unité α6 
observée dans le cancer colorectal humain. L’abolition spécifique de ce variant par shARN 
dans les cellules cancéreuses colorectales humaines a entrainée un ralentissement de la 
prolifération cellulaire, démontré par les expériences de croissance cellulaire et 
d’incorporation de BrdU. De plus, cette réduction de la prolifération cellulaire est 
accompagnée d’une répression importante de la voie Wnt/β-caténine, visualisée par la 
baisse de la β-caténine active, de sa localisation nucléaire et de son activité 
transcriptionnelle. La suppression du variant α6A dans les cellules cancéreuses colorectales 
humaines diminue leur capacité à développer des tumeurs en xénogreffe. Les analyses 
supplémentaires du mécanisme ont permis de constater que le variant α6A régule la voie 
Wnt/β-caténine par la dégradation autophagique de la protéine DVL2. De plus, la protéine 
PRICKLE1, un important médiateur de l’ubiquitination et la dégradation de DVL2, est 
augmentée par la suppression du variant α6A. Par ailleurs, une forte corrélation positive 
entre l’expression du variant α6A et MYC a été observée in vitro et in vivo. Mes travaux 
ont révélé que MYC contrôle l’expression du promoteur de la sous-unité α6 et qu’il 
favorise l’épissage de l’exon 25. Conséquemment, MYC régulerait l’expression du variant 
α6A par les facteurs d’épissage ESRP2 et HNRNPA2B1. Ces découvertes démontrent le 
potentiel de l’utilisation du variant α6A et de son mécanisme comme cible thérapeutique et 
outil diagnostique.  
 
Mots clés : Intégrine α6β4, variant α6A/α6B, épissage alternatif, cancer colorectal, Wnt/β-
caténine, DVL, autophagie, MYC, prolifération. 
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11.  INTRODUCTION 
 
1.1 Le système intestinal et le côlon 
 
Chez les mammifères, l’intestin est divisé en deux entités distinctes, soit l’intestin grêle et 
le gros intestin. L’intestin grêle est constitué du duodénum, du jéjunum et de l’iléon dont la 
principale fonction est d’assurer la digestion et l’absorption des nutriments tels que des 
protéines, des lipides et des glucides (Thomson et al., 2003). Le gros intestin est formé du 
cæcum, du côlon, du rectum et du canal anal. Le gros intestin est responsable de 
l’absorption de l’eau et des électrolytes, et de transporter les déchets sous forme de fèces 
par l’intermédiaire du côlon avant d’être éliminées via le rectum et le canal anal. Le côlon 
est divisé en quatre segments, soit le côlon ascendant, transverse, descendant et sigmoïde 
(Babyatsky et Podolsky, 1999). Au niveau structural, le côlon, tout comme le reste de 
l’intestin, est composé de quatre couches concentriques : la séreuse, la muscularis, la sous-
muqueuse et la muqueuse. La séreuse est la couche externe recouvrant et protégeant 
l’organe, la muscularis est constituée de cellules musculaires lisses impliquées dans le 
péristaltisme, tandis que la sous-muqueuse est une couche de tissu conjonctif supportant la 
muqueuse (Thomson et al., 2003). La muqueuse est constituée d’un épithélium simple 
glandulaire exposé au contenu de la lumière intestinale, reposant et interagissant avec la 
lamina propria. La lamina propria est un tissu conjonctif spécialisé composé de 
fibroblastes, de myofibroblastes, de vaisseaux sanguins et lymphatiques et de cellules 
immunitaires entremêlées dans un réseau dense de collagène. Elle joue un rôle essentiel 
dans la fonctionnalité et l’intégrité de l’épithélium par la sécrétion de différents 
morphogènes et la contribution à la formation de la membrane basilaire sous-adjacente à 
l’épithélium (Beaulieu, 1997; C. Birchmeier et W. Birchmeier, 1993). L’épithélium et la 
lamina propria sont entourés d’une mince couche de cellules musculaires lisses, appelée la 
muscularis mucosae, permettant une séparation physique avec la sous-muqueuse 
(Babyatsky et Podolsky, 1999). 
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1.2 La membrane basilaire 
 
L’épithélium du côlon ainsi que tous les épithéliums interagissent avec une mince couche 
de glycoprotéines retrouvées à l’interface de l’épithélium et la lamina propria, appelée la 
membrane basilaire. Elle est formée d’une lame basale composée des glycoprotéines 
sécrétées par les cellules épithéliales et d’une lame réticulaire contenant les glycoprotéines 
sécrétées par les cellules du tissu conjonctif sous-adjacent (Simon-Assmann et al., 1990). 
La membrane basilaire est notamment constituée d’un réseau organisé de laminines (Teller 
et al., 2007), de protéoglycans (Beaulieu, 1997), de collagènes (Groulx et al., 2011) et de 
fibronectines (Gagné et al., 2010). Les cellules épithéliales interagissent avec la membrane 
basilaire par les différents récepteurs exprimés à leur surface basolatérale, tels que les 
intégrines (Lussier et al., 2000). De par les interactions entre les composantes de la 
membrane basilaire et les différents récepteurs basolatéraux exprimés par les cellules 
épithéliales, la membrane basilaire contribue à la régulation des fonctions physiologiques 
des cellules épithéliales telles que le métabolisme, la prolifération, la survie et la 
différenciation (Beaulieu, 1997; Benoit et al., 2012; Groulx et al., 2011; Lussier et al., 
2000; Teller et Beaulieu, 2001). En plus de son rôle fonctionnel, la membrane basilaire 
fournit également un support structurel physique à l’épithélium tout en formant une barrière 
entre l’épithélium et le tissu conjonctif sous-jacent (LeBleu et al., 2007). Par conséquent, la 
membrane basilaire agit comme un filtre pour permettre aux petites molécules du sang de la 
traverser pour aller vers les cellules épithéliales et aux nutriments absorbés de rejoindre la 
circulation sanguine (Timpl, 1996). Elle empêche également l’invasion des cellules 
épithéliales dans le tissu conjonctif et sert de support à la migration de ces dernières lors de 
la cicatrisation d’une blessure (Seltana et al., 2010). 
 
1.3 L’épithélium du côlon 
 
Contrairement à l’épithélium villositaire retrouvé dans l’intestin grêle, le côlon est constitué 
de multiples glandes de Lieberkuhn et d’un épithélium de surface plat. Ses principales 
fonctions sont la récupération de l’eau, l’absorption de certains sels minéraux et vitamines, 
telle que la vitamine K, et de fournir un emplacement pour la fermentation de la flore 
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bactérienne (Babyatsky et Podolsky, 1999). De plus, par les jonctions serrés entre les 
cellules, l’épithélium colique sert de barrière physique sélective entre le contenu de la 
lumière et l’organisme. (Turner, 2009). Cette barrière permet le transport et l’absorption 
des nutriments par la circulation sanguine tout en empêchant la translocation de pathogènes 
bactérienne, des toxines intraluminales et des antigènes étrangers. L’épithélium colique 
constitue également est une barrière chimique contre les bactéries pathogènes par la 
sécrétion de différents facteurs antimicrobiens tels que les mucines, les défensines et les 
cytokines. L’épithélium de la glande colique est une unité fonctionnelle dynamique formée 
de deux compartiments distincts (Figure 1). La région du tiers inférieur de la glande 
constitue le compartiment des cellules progénitrices prolifératives non différenciées et des 
cellules souches. Le deux tiers supérieurs et la surface de la glande correspondent au 
compartiment des cellules différenciées et quiescentes composées majoritairement des 
cellules absorbantes (entérocytes) et des cellules à mucus (cellules caliciformes) (Ménard et 
al., 2006). Chez l’humain, l’épithélium de la glande colique est renouvelé en environ cinq 
jours (Babyatsky et Podolsky, 1999). Le renouvellement constant et rapide de l’épithélium 
est assuré par les cellules souches résidantes du fond de la glande qui engendreront les 
cellules filles progénitrices, lesquelles entameront un processus de différenciation et 
migreront le long de la glande pour remplacer les cellules différenciées éliminées par 
apoptose/anoïkose. Par conséquent, la prolifération, la différenciation, la migration et 
l’apoptose/anoïkose doivent être parfaitement coordonnées pour assurer l’homéostasie de 
l’épithélium colique. Cette coordination est finement régulée par les hormones, les facteurs 
de croissance, les cytokines, les interactions intercellulaires et les interactions des cellules 
avec la membrane basilaire (Babyatsky et Podolsky, 1999; Ménard et al., 2006). Il arrive 
parfois que lors du processus de renouvellement de l’épithélium, les cellules souches de 
l’épithélium du côlon et du rectum soient le siège de proliférations anormales et non 
contrôlées entrainant la formation de polypes (adénomes), pouvant mener à un cancer 
colorectal invasif (Gryfe et al., 1997).  
  4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1 : Représentation d'une structure glandulaire de l'épithélium de la glande 
colique. L’épithélium du côlon est formé d’un épithélium simple glandulaire, dont les 
invaginations ou cryptes représentent les glandes de Lieberkühn. L’unité fonctionnelle de la 
glande est divisée en deux compartiments distincts. Le tiers inférieur de la glande 
correspond au compartiment des cellules souches ainsi que leurs cellules progénitrices à 
division rapide. Le deux tiers supérieurs et la surface de la glande correspondent au 
compartiment des cellules différenciées. Le renouvellement complet de l’épithélium de la 
glande est assuré par les cellules souches du fond de la glande, par l’intermédiaire des 
cellules progénitrices qui vont rapidement proliférer pour ensuite migrer vers le haut de la 
glande et entamer un processus de différenciation. Adapté de (Groulx et al., 2012). 
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1.4 Le cancer colorectal 
 
Le cancer colorectal est la troisième forme de cancer la plus courante et la deuxième cause 
de décès par cancer au Canada (Statistique Canada, 2013). Dans la majorité des cas, le 
cancer colorectal provient d’une accumulation successive d’altérations génétiques et 
épigénétiques dans la cellule épithéliale telles que les mutations et l’hyperméthylation de 
l’ADN (Rowley, 2005). La plupart des mutations retrouvées dans le cancer colorectal sont 
sporadiques (80 %) (Rustgi, 2007). Toutefois, il existe des mutations héréditaires 
prédisposant une personne à développer un cancer colorectal, soit dans le gène 
adenomatous polyposis coli (APC), causant le syndrome de polypose adénomateuse 
familiale (PAF) (Cottrell et al., 1992) ou dans les gènes responsables de la réparation de 
l’ADN, causant le syndrome de Lynch ou le cancer colorectal héréditaire sans polypose 
(HNPCC) (Fishel et al., 1993). L’accès aux tissus de cancers colorectaux provenant de 
patients a permis d’identifier les principales mutations et séquences d’évènements 
impliqués dans la carcinogenèse colorectale, appelé modèle de la carcinogenèse colorectal 
de Fearon et Vogelstein (Fearon et Vogelstein, 1990). Une dérégulation de la voie Wnt/β-
caténine, causée soit par une mutation dans le gène APC ou une mutation dans le gène 
CTNNB1, a été identifiée comme l’un des évènements initiaux de la carcinogenèse 
colorectale. Cette dérégulation entraîne la prolifération non contrôlée des cellules 
épithéliales intestinales, causant la formation d’un adénome bénin, couramment appelé 
polype (Powell et al., 1992). Les polypes ne sont pas toujours précurseurs d’un cancer 
colorectal, mais l’adénocarcinome colique fait presque toujours suite à des polypes. 
L’accumulation successive de mutations dans les gènes de la GTPase KRAS et de la kinase 
BRAF (Davies et al., 2002), dans les gènes de P53 (Cho et Vogelstein, 1992) et du TGF-β 
(Gryfe et al., 1997), combinées à l’augmentation de la méthylation de l’ADN (Lengauer et 
al., 1997) et l’instabilité génomique (Lengauer et al., 1998) vont mener graduellement au 
développement de l’adénocarcinome colorectal. D’autres évènements entraînent par la suite 
la dissémination des cellules cancéreuses dans l’organisme par le système  sanguin et 
lymphatique, menant à la formation de métastases dans les ganglions et vers d’autres 
organes tels que le foie et les poumons (de Krijger et al., 2011; Fearon, 1995; Markowitz et 
Bertagnolli, 2009). Outre les principaux évènements établis par le modèle Fearon et 
Vogelstein, plusieurs autres sont impliqués à diverses étapes de la carcinogenèse 
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colorectale incluant des mutations dans le gène PTEN (Guanti et al., 2000), une 
surexpression de l’oncogène MYC (Rochlitz et al., 1996) et l’acétylation des histones 
(Minchin et al., 1993). Selon sa progression et sa dissémination dans l’organisme, le cancer 
colorectal est classé en différents stades. Le stade 0 correspond à un adénome bénin localisé 
dans la muqueuse intestinale. Les stades 1 et 2 représentent des adénocarcinomes avec des 
niveaux différents d’invasion de la paroi du côlon/rectum. Les stades  3 et 4 correspondent 
à un adénocarcinome dont les cellules cancéreuses sont disséminées dans l’organisme. 
Dans le stade 3, les cellules cancéreuses sont retrouvées dans les ganglions lymphatiques 
avoisinant la tumeur alors que dans le stade 4, elles sont retrouvées dans d’autres organes 
tels que le foie et les poumons (Markowitz et Bertagnolli, 2009). En plus de la 
classification par stade, le cancer colorectal peut être stratifié selon le grade de la tumeur, 
basé sur l’analyse histologique du degré de différenciation et le comportement des cellules 
cancéreuses (Ueno et al., 2012). Le grade 1 correspond à un adénocarcinome avec des 
cellules cancéreuses bien différenciées ressemblant beaucoup à des cellules normales, qui 
ont tendance à se développer lentement. Au grade 2, l’adénocarcinome contient des cellules 
cancéreuses moyennement différenciées, proliférant plus rapidement, tandis qu’aux 
grades 3 et 4, les cellules tumorales sont non différenciées et ont tendance à croître 
beaucoup plus rapidement (Ueno et al., 2012).  
 
1.5 La voie Wnt/β-caténine 
 
La voie Wnt contrôle plusieurs fonctions cellulaires importantes telles que la prolifération, 
la polarité et la migration des cellules ainsi que l’embryogenèse et le développement 
(Logan et Nusse, 2004). Les protéines WNT forment une famille de glycoprotéines 
sécrétées liant les récepteurs transmembranaires FRIZZLED pour activer deux types de 
voie de signalisation distincte : la voie canonique et la voie non canonique (Angers et 
Moon, 2009). La voie non canonique opère de façon β-caténine indépendante et régule la 
polarité cellulaire et la voie du Ca2+. Pour ce qui est de la voie canonique, appelée la voie 
Wnt/β-caténine, elle régule la stabilisation de β-caténine sous forme non phosphorylée et 
conséquemment la prolifération cellulaire (Klaus et W. Birchmeier, 2008). La voie 
canonique, la mieux caractérisée, est fortement impliquée dans la tumorigenèse. Lorsque la 
voie canonique est inactive en l’absence de ligands WNT, la β-caténine non intégrée dans 
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les jonctions entre les cellules s’associe au complexe de destruction formé de la protéine 
d’échafaudage AXIN, de la protéine APC et des kinases CKIα et GSK3β. La β-caténine est 
alors phosphorylée par la CKIα et la GSK3β pour être ensuite ubiquitinée et dégradée par le 
protéasome. En l’absence de la β-caténine au noyau, les facteurs TCF4/LEF1 s’associent au 
facteur Groucho sur les promoteurs des gènes cibles de la voie Wnt/β-caténine pour 
réprimer leur transcription (Figure 2). La liaison des facteurs WNT sur le complexe formé 
du récepteur FRIZZLED et de son corécepteur LRP-5/6 entraîne le recrutement et 
l’activation de la phosphoprotéine dishevelled (DVL) à la membrane plasmique. Chez 
l’humain, il existe trois membres de la famille des protéines dishevelled possédant des 
fonctions redondantes, soit DVL1, DVL2 et DVL3 (Wallingford et Habas, 2005). Une fois 
la protéine DVL recrutée à la membrane, elle inhibe le complexe de 
destruction APC/AXIN/CK1α/GSK3β provoquant la stabilisation de la β-caténine et sa 
translocation au noyau. Par la suite, la β-caténine remplace Groucho et s’associe avec les 
facteurs TFC4/LEF1 dans le noyau pour activer la transcription des gènes cibles (Figure 2) 
(Kimelman et Xu, 2006). L’activation de la voie Wnt/β-caténine est impliquée dans le 
développement de l’intestin, l’homéostasie des cellules souches intestinales adultes et 
également dans le cancer colorectal (Schuijers et Clevers, 2012; van der Flier et Clevers, 
2009). Plus spécifiquement, elle est reconnue comme la force dominante pour l’activation 
de la prolifération de l’épithélium intestinal à la fois dans son état physiologique et dans le 
cancer colorectal. Ainsi, 90 % des cas de cancer colorectal humain arborent une mutation 
dans l’un des facteurs clés de la régulation de la voie Wnt/β-caténine, le plus souvent dans 
les gènes APC, CTNNB1 et AXIN2 (Sparks et al., 1998). Ces mutations affectent la stabilité 
de la β-caténine, et sont retrouvées mutuellement exclusives dans les tumeurs (Sparks et al., 
1998). Toutefois, la voie Wnt/β-caténine est aussi régulée et hyperactivée dans le cancer 
par plusieurs voies de signalisation, des molécules extracellulaires et intracellulaires et des 
modifications épigénétiques (Suzuki et al., 2004; Polakis, 2012). Par exemple, l’autophagie 
peut dégrader la protéine DVL (Gao et al., 2010), alors que l’activation des voies de 
signalisation AKT/PI3K et MAPK inhibe la GSK3β entrainant l’augmentation de la forme 
stable et non phosphorylée de la β-caténine (Segditsas et Tomlinson, 2006). De plus, le 
micro-ARN mir135, dont l’expression est augmenté dans le cancer colorectal,  
 
 
  8 
Figure 2 : La voie Wnt/β-caténine. Lorsque la voie n’est pas stimulée par les facteurs 
WNT solubles, la β-caténine est phosphorylée par le complexe de destruction composé de 
l’Axin, APC, GSK3β et CKIα, entraînant l’ubiquitination et la dégradation de la β-caténine. 
Dans le noyau, le complexe TCF4/LEF1 s’associe alors à Groucho pour réprimer les gènes 
cibles. La liaison des facteurs WNT sur le complexe formé du récepteur FRIZZLED et du 
corécepteur LRP5/6 entraîne le recrutement de la protéine DVL à la membrane plasmique. 
Une fois à la membrane, DVL inhibe le complexe de destruction, libérant la β-caténine. 
Celle-ci s’accumule au noyau et s’associe aux cofacteurs TCF4/LEF1 pour activer 
l’expression des gènes cibles. Adapté de (Groulx et al., 2014). 
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entraîne la dégradation de l’ARN messager du gène APC (Nagel et al., 2008). C’est donc 
par l’intermédiaire de l’accumulation synergique des mutations des gènes APC/CTNNB1 et 
de la dérégulationd’autres éléments que l’activation de voie Wnt/β-caténine influencera la 
prolifération cellulaire et la progression du cancer colorectal. 
 
1.6 Le proto-oncogène MYC 
 
Le proto-oncogène MYC fait partie d’une famille de gènes codant pour des facteurs de 
transcription comprenant N-MYC et L-MYC. La protéine MYC exerce la majorité de ses 
fonctions par l’association de son domaine leucine zipper (LZ) avec une autre protéine B-
HLH-LZ, appelée MAX (Grandori et al., 2000). Comme hétérodimère avec MAX, MYC 
lie la séquence CACGTG sur la région activatrice (E-box) du promoteur via son domaine 
B-HLH. Le complexe protéique MYC/MAX recrute alors le complexe SWI/SNF entraînant 
la modification les histones et l’ouverture de la chromatine pour permettre l’activation de la 
transcription des gènes cibles favorisant la tumorigenèse (Dang et al., 2006) (Figure 3A). 
Cependant, la protéine MAD peut agir en compétition avec MYC pour son 
hétérodimérisation avec MAX, réprimant ainsi les gènes cibles protumoraux (Figure 3B). 
Lorsque MAX se lie à MAD, l’hétérodimère MAD/MAX lie la même séquence reconnue 
par MYC/MAX dans la région activatrice et recrute le complexe corépresseur de la 
chromatine composé des protéines SIN3, NCOR1 et des histones désacétylases HDAC1/2. 
Le complexe permet la désacétylation des queues des histones et un remodelage de la 
chromatine, empêchant l’accès des facteurs de transcription au promoteur des gènes cibles 
(Eilers et Eisenman, 2008; Grandori et al., 2000). Toutefois, l’hétérodimère MYC/MAX 
peut aussi réprimer l’expression de gènes par son association avec la protéine MIZ-1. 
Lorsque MYC est absent, MIZ-1 active l’expression des gènes cibles par le recrutement du 
complexe P300/NPM. Cependant, lorsque couplé à MIZ-1, le complexe MYC/MAX 
déplace le complexe P300/NPM et réprime la transcription des gènes cibles antiprolifératifs 
comme CDKN2B, CDKN1A, CDKN1C et P53 pour favoriser la tumorigenèse (Figure 3B) 
(Wiese et al., 2013). Ensemble, MYC et ses partenaires régulent l’expression d’environ 
15 % des gènes chez l’humain, contrôlant ainsi d’importants processus physiologiques 
impliqués dans la carcinogenèse tels que la transformation, l’apoptose, la prolifération, 
l’instabilité génomique, le métabolisme, les dommages à l’ADN, la différenciation et 
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l’angiogenèse (Dang et al., 2006; Eilers et Eisenman, 2008). Par ailleurs, MYC régule aussi 
l’épissage alternatif de gènes protumoraux. En effet, une étude a démontré que le facteur 
d’épissage alternatif SRSF1 est une cible de MYC et qu’il contribue à son potentiel 
oncogène en favorisant l’expression des isoformes spécifiques de la kinase MKNK2 et du 
facteur de transcription TEAD1 (Das et al., 2012). De plus, MYC régule l’expression des 
facteurs d’épissage HNRNPH (Rauch et al., 2011), HNRNPA2B1 et PTB1 (David et al., 
2010) pour favoriser l’expression d’un variant oncogénique de la pyruvate kinase et de la 
sérine/thréonine kinase A-Raf. Dans le cancer colorectal, le gène MYC est amplifié ou 
surexprimé dans 10 % et 70 % des cas respectivement (Rochlitz et al., 1996). Différents 
facteurs entrainent la surexpression de MYC dans le cancer. Par exemple, le promoteur du 
gène MYC est activé par des facteurs de transcription tels que ETS1 et E2F1 en réponse aux 
signaux de facteurs de croissance (Roussel et al., 1994) et par le complexe β-caténine/TCF4 
en réponse à l’activation de la voie Wnt/β-caténine (He et al., 1998). De plus, MYC peut 
être régulé de façon post-transcriptionnelle par les micro-ARN miR-34b/c régulant la 
stabilité de son ARN messager (Kress et al., 2011), ou via sa phosphorylation par les 
kinases ERK et GSK3β conduisant à son ubiquitination et à sa dégradation par le 
protéasome (Yeh et al., 2004). L’activité de transcription de MYC est également régulée 
négativement par le suppresseur de tumeur BIN-1 (Elliott et al., 1999). 
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Figure 3 : Le réseau de MAX/MYC/MAD et MIZ-1. (A) La fonction de la protéine 
codée par le proto-oncogène MYC est modulée par la disponibilité de son partenaire de 
liaison hétérodimère MAX. Lorsque MYC est présent, il forme un hétérodimère avec MAX 
capable de lier l’ADN sur la séquence CACGTG au niveau de la région activatrice des 
promoteurs des gènes cibles. L’homodimère MAD/MAD entre en compétition avec 
MYC/MAD pour la liaison de cette séquence de l’ADN. MAX peut également former un 
hétérodimère avec le facteur de transcription MAD. MYC et MAD sont en compétition 
pour la liaison à MAX pour activer ou réprimer l’expression des gènes. Alors que 
l’hétérodimère MYC/MAX stimule la transcription par le recrutement d’un complexe 
protéique associé avec des histones acétylases modifiant la chromatine, l’hétérodimère 
MAD/MAX réprime la transcription, en partie par le recrutement d’un complexe 
corépresseur comprenant Sin3, N-CoR et des histones désacétylases (HDAC). (B) 
L’hétérodimère MYC/MAD peut avoir un effet répresseur sur certains gènes cibles. Le 
facteur MIZ-1 lie l’ADN sur la région INR du promoteur, recrute les protéines NPM1 et 
p300 pour activer la transcription du gène cible. Lorsque l’hétérodimère MYC/MAX est 
présent, il lie MIZ-1 et empêche le recrutement de NMP1/P300, réprimant ainsi la 
transcription du gène cible. 
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1.7 L’épissage alternatif 
 
Le génome humain contient environ 32 000 gènes (Lander et al., 2001). Cependant, le 
nombre de protéines distinctes retrouvées est d’environ 100 000, contredisant le dogme 
qu’un gène produit une protéine (Pal et al., 2012). Cette diversité de protéines est 
principalement causée par l’épissage alternatif de l’ARN prémessager. L’ARN prémessager 
est composé de séquences codantes et non codantes appelées respectivement exons et 
introns. Lors de la formation de l’ARN messager mature, les introns seront enlevés et les 
exons assemblés par l’épissage. Cependant, lors de la fusion des exons, certains seront 
inclus ou exclus de l’ARN messager mature par l’épissage alternatif, produisant des 
isoformes protéiques distinctes aux fonctions biologiques uniques, et ce, à partir d’un seul 
gène. Chez l’humain, environ 95 % des gènes multi-exoniques subissent un épissage 
alternatif, augmentant considérablement la diversité protéique (Pan et al., 2008). L’épissage 
alternatif se réalise par l’intermédiaire du splicéosome, un complexe ribonucléoprotéique 
nucléaire liant des séquences spécifiques à l’extrémité des exons (Black, 2003). Toutefois, 
l’inclusion ou l’exclusion d’un exon est régulée par l’intermédiaire de facteurs d’épissage 
alternatif transrégulateurs liant des séquences cisrégulatrices sur les ARN prémessagers. Il 
existe des facteurs d’épissage alternatif activateurs et répresseurs. Les facteurs activateurs, 
comprenant entre autres les protéines de la famille des SR (Serine-Arginine rich), 
favorisent l’utilisation de sites d’épissage particuliers, tandis que les facteurs répresseurs 
tels que les protéines de la famille des protéines HNRNP répriment l’utilisation de ces sites. 
La décision définitive d’inclure ou d’exclure un exon est déterminée par le ratio 
stœchiométrique, les interactions entre les facteurs activateurs et répresseurs de l’épissage 
et l’accessibilité des sites d’épissage (Matlin et al., 2005). Ce processus est connu pour être 
impliqué dans la régulation de plusieurs fonctions physiologiques et pathologiques 
comprenant le cancer (Bonomi et al., 2013; David et Manley, 2010; Liu et Cheng, 2013). 
Par exemple, l’épissage alternatif dans le cancer mène à la formation de variants protéiques 
possédant des fonctions protumorales, tels que la pyruvate kinase M2 favorisant le 
métabolisme cellulaire (David et al., 2010), la cycline D1b régulant la prolifération 
cellulaire (Lu et al., 2003) et la molécule d’adhésion CD44 (v4-v7) augmentant la capacité 
d’invasion et la formation de métastases (Yae et al., 2012). De plus, une étude a récemment 
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démontré que les facteurs d’épissage ESRP1/ESRP2 sont responsables de la transition 
épithéliale-mésenchyme par la régulation de l’expression de nombreux variants d’épissage 
(Warzecha et al., 2010). Toutes ces études mettent en lumière le rôle important de 
l’épissage alternatif dans la carcinogenèse. 
 
1.8 Les intégrines 
 
Les intégrines sont les principaux récepteurs transmembranaires de type II responsables des 
interactions cellules-MEC. Elles sont formées de l’association non covalente d’une sous-
unité α et d’une sous-unité β. Jusqu’à présent, 18 sous-unités α et 8 sous-unités β ont été 
identifiées chez l’humain, pour un total de 24 hétérodimères d’intégrines possibles 
possédant des rôles spécifiques (Figure 4) (Hynes, 1992). Toutefois, l’existence de 
plusieurs variants d’épissage et de modifications post-traductionnelles chez la plupart des 
sous-unités ce qui augmente considérablement la variété d’intégrines retrouvées chez 
l’humain (de Melker et Sonnenberg, 1999). Les intégrines sont classées en différentes sous-
familles selon leurs fonctions cellulaires et leurs ligands extracellulaires. Il existe la sous-
famille des intégrines interagissant avec la fibronectine et la vitronectine via une séquence 
conservée RGD, la sous-famille d’intégrines s’associant avec les laminines, la sous-famille 
des intégrines liant les collagènes et finalement celle des intégrines exprimées par les 
cellules leucocytaires (Figure 4) (Margadant et al., 2011). Chaque sous-unité intégrine est 
constituée d’un large domaine extracellulaire d’environ 1000 acides aminés pour les sous-
unités α et de 700 acides aminés pour les sous-unités β, d’une région transmembranaire et 
d’un domaine cytoplasmique d’environ 75 acides aminés, à l’exception du domaine 
cytoplasmique de la sous-unité β4 de 1000 acides aminés (Takada et al., 2007). Les 
domaines N-terminaux des sous-unités α et β s’associent pour former l’extrémité 
extracellulaire de l’intégrine contenant le site de liaison du ligand, tandis que les domaines 
C-terminaux cytoplasmiques traversent la membrane plasmique et permettent l’interaction 
avec le cytosquelette et les protéines de signalisation intracellulaire. L’association des sous-
unités α et β est régulée par des cations divalents, comme le Mg2+ et le Ca2+ (Giancotti, 
2003).  
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Figure 4 : La famille des récepteurs intégrines. La famille des récepteurs intégrines 
représente une superfamille de glycoprotéines transmembranaires formées d’une 
association hétérodimérique non covalente entre une sous-unité intégrine α et une sous-
unité intégrine β. Il existe 18 sous-unités α (rose) et 9 sous-unités β (bleue) pour un total de 
24 types d’intégrines possible chez l’humain. Les intégrines sont divisées en 4 sous-
familles selon leur fonction et leur ligand extracellulaire, soit les intégrines spécifiques au 
leucocyte (cercle vert), les intégrines liant les laminines (cercle jaune), les intégrines liant 
les collagènes (cercle bleu) et les intégrines liant le motif RGD retrouvé dans fibronectine, 
vitronectine et la néphronectine (cercle gris). 
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Les intégrines assurent la connexion transmembranaire entre les éléments de la MEC, le 
cytoplasme de la cellule et le cytosquelette d’actine pour réguler les signaux modulant les 
fonctions cellulaires telles que l’adhésion, la migration, la prolifération, la survie ou 
l’apoptose, la polarité, la migration, la différenciation, l’invasion et l’expression de gènes 
(Clark et Brugge, 1995; Giancotti, 2003). Contrairement aux récepteurs de facteurs de 
croissance, les intégrines ne possèdent pas d’activité kinase intrinsèque (de Melker et 
Sonnenberg, 1999). Leur activation par la liaison aux protéines de la MEC induit un 
changement de conformation du domaine cytoplasmique C-terminal permettant le 
recrutement de protéines adaptatrices et kinases pour la transmission des signaux et pour 
influencer les diverses fonctions cellulaires. En dehors d’un contexte pathologique tel que 
le cancer, la plupart des intégrines existent dans différentes conformations d’affinité et sont 
souvent exprimées à la membrane plasmique sous une forme inactive, ne pouvant pas lier 
leur ligand et n’engendrant aucune signalisation. L’affinité et l’activation des intégrines 
sont régulées par des évènements cytoplasmiques (signalisation de l’intérieur vers 
l’extérieur) ou par des facteurs extracellulaires (signalisation de l’extérieur vers l’intérieur) 
(Figure 5). Au niveau cytoplasmique, les intégrines sont activées par la liaison de la taline 
au domaine cytoplasmique de la sous-unité β ou encore par les voies de signalisation 
MAPK et PIP3/AKT qui phosphorylent le domaine cytoplasmique de la sous-unité β. Ces 
évènements induisent la séparation des domaines cytoplasmiques des deux sous-unités, 
engendrant un changement de conformation du domaine extracellulaire pour permettre la 
reconnaissance et la liaison à leur ligand de la MEC (Figure 5) (Hynes, 1992). Dans le cas 
de l’activation par les facteurs extracellulaires, la liaison du ligand au domaine 
extracellulaire des intégrines provoque l’association en groupe des intégrines dans la 
membrane plasmique, induisant un changement de conformation des domaines 
cytoplasmiques des deux sous-unités. Ce changement permet le recrutement de protéines 
adaptatrices telles que la paxiline et la vinculine et de kinases telles que FAK et SRC sur les 
domaines cytoplasmiques des sous-unités α et β (Figure 5). Par l’intermédiaire de ces 
protéines, la plupart des intégrines vont s’associer avec le cytosquelette d’actine pour 
former une gamme de structures d’adhésion telles que les complexes focaux, les adhésions 
focales, les adhérences fibrillaires, les podosomes et les invadopodes (Geiger et Yamada, 
2011). En revanche, l’intégrine α6β4 est la seule à s’associer au système de filament 
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intermédiaire, et à se localiser dans l’hémidesmosome (Margadant et al., 2008). À partir de 
ces structures d’adhésion, le signal extracellulaire est transmis vers l’intérieur de la cellule 
pour réguler ses fonctions.  
 
Dans l’épithélium intestinal, les intégrines sont exprimées différemment selon les 
compartiments de la glande et leurs interactions avec la MEC sont cruciales dans le 
maintien de l’homéostasie de l’épithélium intestinal normal (Beaulieu, 2010; Beaulieu et 
al., Beaulieu et al., 1999; Beaulieu et al., 1997; Lussier et al., 2000). Outre leurs rôles 
physiologiques, plusieurs évidences démontrent l’importance des intégrines et de leurs 
interactions à différentes étapes de la progression du cancer colorectal, en tant que 
principaux modulateurs de la survie cellulaire, l’invasion, la migration et la prolifération 
(Guo et Giancotti, 2004). Par exemple, l’expression de l’intégrine α8β1 sensibilise les 
cellules de cancer colorectal à l’anoïkose (Benoit et al., 2010), tandis que la suppression de 
l’intégrine αVβ6 inhibe la dégradation de la MEC et l’invasion via la voie de signalisation 
MAPK (J. Wang et al., 2008). De plus, la sous-unité β1 est un important médiateur de la 
migration et de l’invasion des cellules cancéreuses colorectales (Zhao et al., 2014). Les 
intégrines sont rarement retrouvées mutées dans le cancer colorectal (Guo et Giancotti, 
2004). Leurs dérégulations proviennent pour la plupart d’un changement dans leur 
expression, comme c’est le cas des intégrines α1β1 (Boudjadi et al., 2013), α9β1 (Basora et 
al., 1998) et α6β4 (Dydensborg et al., 2009b; Ni et al., 2005) qui sont retrouvées 
surexprimées dans les tumeurs colorectales humaines. 
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Figure 5 : Modèle d’activation et de signalisation des intégrines. La majorité des 
intégrines est exprimée à la membrane plasmique sous une forme inactive, repliée sur elle-
même. Les intégrines peuvent être activées par des évènements cytoplasmiques 
(signalisation de l’intérieur vers l’extérieur). La taline peut lier le domaine cytoplasmique 
des sous-unités β provoquant un changement de conformation du domaine extracellulaire et 
permettant la liaison du ligand. Cette signalisation intérieur-extérieur permet de réguler 
l’affinité ligand-intégrine et ainsi affecte l’organisation de la MEC, l’invasion et la 
migration. D’un autre côté, les intégrines peuvent être aussi activées par la liaison des 
ligands extracellulaires (signalisation de l’extérieur vers l’intérieur). La liaison des ligands 
aux domaines extracellulaires des deux sous-unités entraîne un changement de 
conformation des domaines cytoplasmiques des deux sous-unités. Ce changement permet le 
recrutement de protéines kinases et adaptatrices régulant différentes voies de signalisation 
modulant l’organisation du cytosquelette, la prolifération, la polarité cellulaire et 
l’expression de gènes.  
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1.9 L’intégrine α6β4  
 
La sous-unité intégrine α6 peut former des hétérodimères avec les sous-unités intégrines β1 
et β4 pour former les intégrines α6β1 ou α6β4. Toutefois, dans l’épithélium intestinal et le 
cancer colorectal, la sous-unité intégrine α6 s’associe principalement avec la sous-unité β4 
pour former l’intégrine majoritaire α6β4 (Basora et al., 1999). L’intégrine α6β4 exprimée à 
la base de la plupart des cellules épithéliales s’attache avec toutes les laminines retrouvées 
dans la MEC (Lee et al., 1992). Le domaine cytoplasmique de β4 interagit avec le réseau de 
kératine par l’intermédiaire de la plectine pour initier la formation d’hémidesmosomes, un 
complexe d’adhésion spécialisé attachant les cellules épithéliales à la laminine α3β3γ2 de la 
membrane basilaire (Borradori et Sonnenberg, 1999). L’hémidesmosome est une structure 
dynamique formée des composantes transmembranaires telles que l’intégrine α6β4, CD151, 
BP180 et des composantes cytoplasmiques telles que la plectine et la protéine BP230. Cette 
structure d’adhésion peut être rapidement désassemblée dans des circonstances particulières 
telles que la division cellulaire ou la migration (Borradori et Sonnenberg, 1996; Sterk et al., 
2000). Il existe deux types d’hémidesmosomes qui se distinguent par leur maturité et leurs 
composantes protéiques. L’épithélium stratifié tel que celui de la peau exprime des 
hémidesmosomes matures formés de toutes les composantes transmembranaires et 
cytoplasmiques, appelés hémidesmosomes de type I (Green et Jones, 1996). Toutefois, 
l’épithélium intestinal simple exprime des hémidesmosomes immatures dépourvus des 
protéines BP180/BP230, appelés hémidesmosomes de type II (Fontao et al., 1999). 
L’hémidesmosome de type II présent dans l’intestin est plus dynamique que 
l’hémidesmosome de type I mature, permettant la migration des cellules épithéliales 
intestinales le long de la villosité intestinale des glandes coliques de Liberkuhn (Mercurio 
et al., 2001). L’abolition de l’expression de l’intégrine α6β4 inhibe la formation de 
l’hémidesmosome. Conséquemment, le rôle principal de l’intégrine α6β4 est de maintenir 
l’intégrité structurale de l’épithélium glandulaire intestinal (Dowling et al., 1996). 
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1.10 La signalisation de l’intégrine α6β4 dans le cancer 
 
En plus de son rôle structural, l’intégrine α6β4 peut également engendrer une signalisation 
intracellulaire et contrôler différents processus physiologiques. L’activation de 
l’intégrine α6β4 provoque la phosphorylation du domaine cytoplasmique de β4 par les 
kinases de la famille de SRC pour le recrutement de SHC/GRB2 (Dans et al., 2001), 
IRS1/IRS-2 (Shaw, 2001) menant à l’activation des voies de signalisation MERK/ERK 
(Yoon et al., 2006) et PI3K/AKT (Rabinovitz et Mercurio, 1996). La signalisation 
émergeant de l’intégrine α6β4 influence les processus cellulaires impliqués dans la 
cancérogenèse tels que la migration et l’invasion via RAC1 (Rabinovitz et Mercurio, 1996) 
ainsi que l’apoptose via AKT et VEGF (Mercurio et al., 2004). Plusieurs études ont établi 
que l’intégrine α6β4 peut initier une signalisation sans la liaison avec son ligand 
extracellulaire dans le cancer. Cela est causé par la proximité physique de l’intégrine α6β4 
avec les différents récepteurs tyrosine kinases et le fait que les deux types de récepteurs 
peuvent coopérer en synergie (Chao et al., 1996). En effet, il a été prouvé que l’activation 
du récepteur RON engendre la phosphorylation du domaine cytoplasmique de la sous-
unité β4, le déplacement de l’intégrine α6β4 de l’hémidesmosome aux lamellipodes et 
l’activation de la voie NF-kappaB nécessaire pour la migration des kératinocytes (Santoro 
et al., 2003). De plus, la sous-unité intégrine β4 peut être également phosphorylée et sa 
signalisation activée par le récepteur EGF (Mainiero et al., 1996) et le récepteur MET 
(Bertotti et al., 2005). Les études sur l’intégrine α6β4 se sont principalement intéressées à 
la sous-unité β4, mais plusieurs évidences suggèrent que la sous-unité α6 possèderait aussi 
un rôle important dans la fonction de signalisation de cette intégrine. L’abolition de la sous-
unité intégrine α6 dans les cellules souches cancéreuses de glioblastome inhibe leur auto-
renouvellement ainsi que leur capacité à proliférer et à former des tumeurs (Lathia et al., 
2010). Par ailleurs, la sous-unité α6 régule le cycle cellulaire, la migration et l’invasion des 
cellules métastatiques du cancer du sein par une modulation des voies de signalisation 
CHK 1 et RB/E2F (Y. Wang et al., 2011). Le rôle protumoral de la sous-unité intégrine α6 
est aussi supportée par le fait que des niveaux élevés de son expression dans le cancer du 
sein humain corrèlent avec une réduction de la survie (Friedrichs et al., 1995).  
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1.11 Les variants de la sous-unité intégrine β4 
 
La sous-unité β4 est très atypique par rapport aux autres sous-unités. Elle possède un très 
long domaine cytoplasmique de 1000 acides aminés formé de deux répétitions de type 
fibronectine III séparées par un segment connecteur. Il existe 5 variants de la sous-unité β4 
(A, B, C, D, E), mais la sous-unité β4A est la principale forme de la sous-unité β4 exprimée 
dans l’intestin (Basora et al., 1999; de Melker et Sonnenberg, 1999; Ni et al., 2005). La 
sous-unité β4A peut également subir un clivage protéolytique de son domaine C-terminal, 
appelé β4cdt-, le rendant non fonctionnel pour l’adhésion sur la laminine comparativement 
à la forme non clivée, β4cdt+ (Basora et al., 1999). 
 
1.12 Les variants d’épissage alternatif α6A/α6B 
 
La sous-unité α6 se retrouve en deux variants d’épissage alternatif, soit le variant α6A et le 
variant α6B caractérisés par des domaines cytoplasmiques distincts résultant de l’épissage 
alternatif d’un exon (Hogervorst et al., 1991). Lors de l’épissage alternatif de l’ARN 
prémessager de la sous-unité intégrine α6, le domaine cytoplasmique est codé par les 
exons 24, 25 et 26. Cependant, l’exon 25 peut subit un épissage alternatif et être inclus ou 
exlu de l’ARN mature (de Melker et Sonnenberg, 1999). Son inclusion mène à la formation 
du variant α6A, tandis que son exclusion permet la formation du variant α6B. Ceci résulte 
en la formation d’un ARNm plus long pour le variant α6A. Toutefois, l’inclusion de l’exon 
25 entraîne un changement du cadre de lecture et l’utilisation d’un codon stop différent 
selon le variant. Ainsi, lors de la translation, si l’exon 25 est exclus de l’ARNm, il aura 
utilisation d’un codon stop situé dans l’exon 26, tandis que l’inclusion de l’exon 25 
occasionne un changement du cadre de lecture et l’introduction d’un codon-stop prématuré 
(Figure 6). L’introduction d’un codon-stop prématuré génère alors la formation d’un 
domaine cytoplasmique plus court de 18 acides aminés avec une séquence distincte 
comparativement au variant α6B, mise à part la présence du domaine GFFKR régulant son 
hétérodimérisation (Hogervorst et al., 1993). Globalement, l’inclusion de l’exon 25 dans 
l’ARNm du variant α6A engendre la formation d’une protéine de plus petit poids 
moléculaire, causé par l’utilisation d’un nouveau codon stop. Au niveau biochimique, 
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Figure 6 : Schéma de l’épissage alternatif de la sous-unité intégrine α6. L’ARN 
prémessager de la sous-unité intégrine α6  codant pour le domaine cytoplasmique est formé 
de trois exons (exon 24, exon 25 et exon 26). L’épissage alternatif permet d’inclure ou 
d’exclure l’exon 25 de l’ARN messager mature. Lorsque l’exon 25 est inclus, il y a 
formation du variant α6A, tandis que son exclusion résulte en la formation du variant α6B.  
L’inclusion de l’exon 25 provoque un changement du cadre de lecture et introduit un 
codon-stop prématuré. Le trait rouge indique la localisation du codon stop selon le variant 
d’épissage.  
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plusieurs évidences suggèrent des fonctions différentes des deux variants. Entre autres, la 
surexpression du α6A et non du variant α6B dans les macrophages  exprimant la sous-
unité β1, augmente leur adhésion et leur migration lors de leur attachement sur la laminine 
(Shaw et Mercurio, 1994). Au niveau moléculaire, l’adhésion des macrophages P388D1 
exprimant l’intégrine α6Aβ1 sur la laminine EHS induit la phosphorylation sur les résidus 
tyrosine de la protéine du cytosquelette paxiline et de deux autres protéines jusqu’ici 
inconnues de 110 kDa et 120 kDa , comparativement à l’intégrine α6Bβ1 (Shaw et al., 
1995). De plus, l’expression de l’intégrine α6Aβ1 et non de l’intégrine α6Bβ1 dans deux 
lignées cellulaires épithéliales et dans les macrophages déclenche l’activation de la voie 
MAPK/ERK lors de l’adhésion sur la laminine (Ferletta et al., 2003; Wei et al., 1998). 
Cette même activation préférentielle de la voie des MAPK/ERK par le variant α6A est 
responsable de l’augmentation de leur capacité de migration sur la laminine (Wei et al., 
1998). Néanmoins, le rôle des intégrines α6Aβ4 et α6Aβ4 demeure encore peu connu étant 
donné que la majorité des études sur les variants d’épissage de la sous-unité α6 a été 
réalisée dans le contexte d’une hétérodimérisation avec la sous-unité β1. En plus de leurs 
différences biochimiques, l’expression des deux variants dans l’organisme humain est 
différente selon le tissu (Hogervorst et al., 1993). La glande mammaire, l’épiderme et les 
neurones périphériques expriment exclusivement le variant α6A, tandis que l’épithélium du 
rein exprime seulement le variant α6B. Cependant, certains organes expriment les deux 
variants, tel que l’épithélium intestinal (Hogervorst et al., 1993).   
 
1.13 L’intégrine α6β4 dans le côlon et le cancer colorectal 
 
Au niveau de l’épithélium glandulaire, les sous-unités α6 et β4 sont exprimées dans toutes 
les cellules épithéliales et leur expression est augmentée dans les échantillons 
pathologiques de cancer du côlon et les lignées d’adénocarcinome colorectal (Beaulieu, 
2010). De plus, l’expression de la sous-unité β4 corrèle fortement avec l’expression de 
l’oncogène MYC (Ni et al., 2005). L’analyse des variants de clivage protéolytique de la 
sous-unité β4 (β4cdt-/β4cdt+) a permis d’observer que la forme β4cdt- est associée aux 
cellules prolifératives, tandis que la forme sauvage est principalement présente dans les 
cellules différenciées de la glande. Le cancer colorectal et les lignées cellulaires de cancer 
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colorectal Caco-2/15, HT29, T84, LoVo, Colo201 et HCT116 expriment exclusivement la 
forme sauvage (β4cdt+) (Ni et al., 2005). Dans le cas de la sous-unité intégrine α6, des 
expériences d’immunolocalisation ont démontré que le variant α6A est retrouvé au niveau 
des cellules prolifératives du tiers inférieur de la glande colique alors que le variant α6B est 
prédominant dans les colonocytes quiescents et différenciés des deux tiers supérieurs de la 
glande et de l’épithélium de surface. Bien qu’aussi détectée dans le côlon normal, cette 
localisation réciproque des variants est perdue dans les tumeurs primaires, et le variant α6A 
devient exprimé dans toutes les cellules de cancer colorectal (Dydensborg et al., 2009b). 
Cette expression différencielle de tous les variants des sous-unités α6 et β4 dans le cancer 
colorectal entraîne la formation d’une nouvelle intégrine absente du côlon normal, soit 
l’intégrine formée des sous-unités α6A et β4cdt+, l’intégrine α6Aβ4cdt+ (Beaulieu, 2010). 
Le rôle de cette intégrine, plus précisément du variant α6A, dans le cancer colorectal est 
toutefois peu connu. Cependant, une étude du laboratoire du Pr Jean-François Beaulieu a 
démontré que la surexpression du variant α6A dans la lignée adénocarcinomateuse de 
côlon Caco-2/15 augmente l’activité transcriptionnelle de la β-caténine, tandis que la 
surexpression du variant α6B entraîne une baisse de la prolifération et une chute de 
l’activité transcriptionnelle de MYC (Dydensborg et al., 2009b; 2009a). Ces observations 
supportent la possibilité que l’inclusion du variant α6A dans l’intégrine α6β4 génère une 
intégrine proproliférative ayant des fonctions importantes dans la carcinogenèse 
colorectale. 
 
1.14 Les hypothèses et objectifs 
 
Au fil des années, l’amélioration des traitements et la mise en place de tests diagnostiques 
ont permis de diminuer le taux de mortalité du cancer colorectal. Cependant, pour les stades 
avancés, le taux de survie reste très faible. Pour cette raison, la compréhension des 
évènements impliqués dans la carcinogenèse colique est essentielle pour l’identification de 
nouvelles cibles thérapeutiques et de nouveaux marqueurs précoces. L’intégrine α6β4 a été 
identifiée pour être un récepteur possédant des fonctions protumorales. Plus précisément, 
les études ont déterminé que la sous-unité α6 régule la prolifération et la tumorigenèse de 
plusieurs types de cellules de cancers humains. Toutefois, le rôle précis de la participation 
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du variant α6A dans la signalisation proliférative de l’intégrine α6β4 n’est pas établit. 
Conséquemment, le but de mon projet de recherche est d’identifier le rôle possible et le 
mécanisme d’action du variant α6A au sein de l’intégrine α6β4 dans la carcinogenèse 
colorectale humaine, en plus de comprendre par quel mécanisme son expression est 
régulée. Tel que décrit précédemment, la voie Wnt/β-caténine est un puissant médiateur de 
la prolifération cellulaire et est hyperactive dans la majorité des cancers colorectaux. Le fait 
que la surexpression du variant α6A augmente l’activation de la voie Wnt/β-caténine 
démontre son potentiel proprolifératif dans le cancer colorectal. En ce sens, l’hypothèse de 
mes travaux de thèse est que la fonction protumorale de l’intégrine α6β4 est en partie 
générée par le variant α6A. Plus précisément, selon les résultats précédents démontrant une 
baisse du ratio des variants α6B/α6A associée à une présence accrue du variant α6A dans 
les tumeurs primaires de cancer colorectal humain, nous proposons que la surexpression de 
la sous-unité α6 dans le cancer colorectal humain soit le résultat de l’augmentation du 
variant d’épissage alternatif α6A. Puisque la surexpression du variant α6A augmente 
l’activité transcriptionnelle de la β-caténine, nous proposons également que le variant α6A 
contrôle la prolifération des cellules de cancer colorectal humain et favorise la progression 
des tumeurs via une régulation de la voie Wnt/β-caténine. Toutefois, le mécanisme de 
régulation de l’expression du variant α6A dans le cancer colorectal humain est inconnu. En 
se basant sur les récentes études démontrant que MYC régule l’épissage alternatif, qu’il est 
surexprimé dans la majorité des cancers colorectaux humains et que le promoteur du gène 
de la sous-unité intégrine α6 contient 1 site de liaison reconnu par l’hétérodimère 
MYC/MAX, nous proposons que l’expression du variant α6A dans le cancer colorectal 
humain est régulé principalement par MYC. Afin de valider ces hypothèses de recherche, 
quatre objectifs sont établis. 
 
Objectif #1 
Valider que l’augmentation de l’expression de la sous-unité α6 est causée par la 
surexpression spécifique de son variant d’épissage alternatif α6A dans les cancers 
colorectaux humains.  
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Objectif #2 
Déterminer l’impact de l’abolition du variant α6A dans les cellules adénocarcinomateuses 
colorectales humaines sur les processus cellulaires impliqués dans la carcinogenèse tels que 
la prolifération et l’apoptose, et conséquemment sur leur potentiel tumorigénique in vivo.  
 
Objectif #3 
Élucider la signalisation et le mécanisme d’action du variant α6A impliqués dans la 
fonction proliférative de l’intégrine α6Aβ4, en focalisant sur la voie Wnt/β-caténine et sa 
régulation par la protéine DVL2.  
 
Objectif #4 
Déterminer le rôle du proto-oncogène MYC sur l’expression et l’épissage alternatif de 
l’exon 25 de l’ARN prémessager de la sous-unité α6 dans un contexte du cancer colorectal 
humain.  
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22. MATÉRIEL ET MÉTHODES 
 
2.1 Anticorps primaires et matériels 
 
Les anticorps primaires utilisés pour la détection des variants α6A et α6B sont : anti-α6A 
(IB : 1/500, IF : 1/100) (1A10, Millipore, Etobicoke, ON), anti-α6B (IB : 1/500, IF : 1/100) 
(6B4, Millipore). Les autres anticorps primaires utilisés sont : anti-intégrine β4 (IB : 
1/5000, IF : 1:100) (3E1, Life Technology Inc., Burlington, ON, Canada), anti-intégrine α6 
(IB : 1/500, IF : 1/1000) (GOH3, BD Bioscience, Mississauga, ON) reconnaissant le 
domaine extracellulaire commun aux deux variants, anti-β-actine (IB : 1/75000) (C4, 
Millipore), anti-active-β-caténine (IB : 1/2500) (clone 8E7, Millipore) reconnaissant la 
forme déphosphorylée de la β-caténine sur la serine 37 et la thréonine 41 (sites de 
phosphorylation par la GSK3β), anti β-caténine (IB : 1/2500) (610153, BD Bioscience), 
anti-DVL2 (IB : 1/2500) (30D2, Cell Signaling Technology, Danvers, MA), anti-DVL (IF : 
1/100) (G-19, Santa Cruz),  anti-cytokératine 18 (IB : 1/1000000) (CY-90, Sigma-Aldrich, 
Oakville, ON), anti-histone H1 (IB : 1/1000) (AE-4, Santa Cruz Biotechnologies, Santa 
Cruz, CA), anti-intégrine β1 (IB:1/1000) (Mab13, BD Bioscience), anti-GSK3β (27C10, 
Cell Signaling Technology), anti-H3K27me3 (IB : 1/1000) (07-449, Millipore), anti-MYC 
(IB : 1/5000) (Ab32072, Abcam, Burlington, ON, Canada), anti-HNRNPA2B1 (IB : 
1/5000) (R4653, Sigma), anti-ESRP2 (IB : 1/1000) (GTX123665, Genetex, Irvine, CA), 
anti-pThr389 RPS6KB1 (IB : 1/1000) (9205, Cell Signaling Technology), anti-p62 (IB: 
1/4000, IF: 1:1000) (clone 3/P62 LCK ligand, BD Bioscience), anti-LC3 (IB : 1/1000) 
(L8918, Sigma-Aldrich), anti-PRICKLE1 (IB :1 :5000) (A01, Abnova). L’inhibiteur de la 
GSK3β (SB216763, S3442, Sigma-Aldrich) est reconstitué dans le DMSO (solution stock à 
20 mM) et utilisé à une concentration finale de 20 µM. L’inhibiteur de DVL 
(322338  DVL-PDZ Domain Inhibitor II, Millipore) est utilisé reconstitué dans le DMSO 
(solution stock à 50 mM) et utilisé à une concentration finale de 100 µM pour les 
cellules DLD-1 et 50 µM pour les cellules T84. L’inhibiteur de MYC (10058-F4, 
Millipore) est reconstitué dans le DMSO (solution stock à 40 mM) et utilisé à des 
concentrations finales de 50 µM et 100 µM. L’inhibiteur bafilomycine A1 (19-148, 
Millipore) est reconstitué dans le DMSO (solution stock à 160 mM) et utilisé à des 
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concentrations finales de 50 nM. L’inhibiteur rapamycine (Sigma- Aldrich, 53123-88-9) est 
reconstitué dans le DMSO (solution stock à 10 mM) et utilisé à des concentrations finales 
de 10 µm. Le cocktail d’inhibiteur de protéases (P8340) est acheté de Sigma. 
 
Tableau 1 : Caractéristiques des anticorps utilisés. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.2 Cultures cellulaires 
 
Les lignées cellulaires de cancer colorectal humain HT29, DLD-1 et T84 ont été obtenues 
et cultivées selon les instructions fournies par ATCC (www.ATCC.org). Les cellules Caco-
2/15 sont cultivées dans un milieu DMEM supplémenté de 1 % Glutamax (GIBCO), 1 % 
HEPES (GIBCO), 10 % sérum de veau fœtal comme décrit précédemment (Vachon et 
Beaulieu, 1992). Les cellules normales intestinales humaines (HIEC) ont été développées 
par le laboratoire du professeur Jean-François Beaulieu, isolées à partir d’intestin fœtal 
humain (Perreault et Beaulieu, 1996). Les cellules ont été cultivées dans un milieu 
OptiMEM (Invitrogen) supplémenté de 1 % Glutamax (GIBCO), 1 % HEPES (GIBCO), 
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5 % sérum de veau fœtal et 5 ng/ml de EGF (BD Biosciences). Toutes les cellules ont été 
incubées dans une atmosphère de 95 % air et de 5 % CO2 à 37 °C. 
 
2.3 Génération des cellules exprimant le shARN ciblant la sous-unité intégrine α6A, 
et le facteur d’épissage HNRNPA2B1 
 
Les cellules de cancer colorectal ont été ensemencées à 60 % de confluence 24 h avant 
l’infection avec des lentivirus préparés à partir de différents plasmides pLKO.1-puro 
contenant un shARN MISSION® (Sigma-Aldrich) ciblant l’ARNm du variant α6A ou le 
facteur d’épissage HNRNPA2B1. Un shARN ciblant l’ARNm de la GFP (Sigma-Aldrich) a 
été utilisé comme contrôle. Les séquences des différents shARNs utilisés sont montrées 
dans le Tableau 2. La production de lentivirus contenant les shARNs a été réalisée selon le 
protocole décrit précédemment (Benoit et al., 2009). Trois jours après l’infection, les 
cellules ont été sélectionnées en ajoutant 5-10 µg/ml de puromycine au milieu de culture 
(Qiagen, Mississauga, ON) pour la génération de populations cellulaires stables exprimant 
les différents shARNs. Les cellules exprimant de façon stable les différents shARNs ont été 
utilisées pour les expériences 14 jours après l’infection et la sélection est maintenue pour 
toute la durée des expériences. 
 
Tableau 2 : Séquences des shARNs  
 
2.4 Courbe de croissance 
 
Les populations cellulaires stables de T84, Caco-2/15, HT29 et DLD-1 exprimant le shctrl 
et le shα6A ont été ensemencées dans des plaques 6 puits à une densité de 2 × 105 cellules 
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par puits. Les cellules ont été ensuite comptées à différents jours post-ensemencement en 
utilisant un appareil compteur de particule Z1 Coulter Counter (Beckman, Mississauga, 
ON). Pour les expériences avec l’inhibiteur de DVL, les populations cellulaires stables de 
T84 et DLD-1 exprimant les shctrl et shα6A ont été ensemencées dans des plaques 6 puits à 
une densité de 2, 5 × 105 et 2 × 105 cellules respectivement par puits. Après 24 h de culture, 
les cellules ont été traitées avec 50 µM pour les T84 et 100 µM pour les DLD-1 
d’inhibiteur de DVL ou avec le DMSO pendant 48 h. Les cellules ont été comptées en 
utilisant le compteur cellulaire automatique TC20™ Automated Cell Counter (Bio-rad).  
 
2.5 Essai d’incorporation de BrdU 
 
La prolifération cellulaire des populations cellulaires stables de T84, Caco-2/15, HT29 et 
DLD-1 exprimant le shctrl et le shα6A a été déterminée par essai d’incorporation de la 5-
bromo-2-deoxyuridine (BrdU) en utilisant la trousse BrdU Labeling and Detection Kit I 
(Roche, Laval, QC), selon les instructions du manufacturier. Brièvement, les cellules sont 
ensemencées à une concentration de 50 000 cellules par puits dans une plaque 24 puits sur 
des lamelles de verre prétraitées avec du sérum de veau fœtal. Quarante-huit heures plus 
tard, le BrdU est ajouté au milieu de culture pendant 1 h à 37 °C. Les noyaux sont colorés 
avec le DAPI (2 µM) et les cellules ayant incorporées le BrdU sont visualisées à l’aide du 
microscope à épifluorescence DMRXA microscope (Leica) équipé d’une caméra digitale 
(RTE/CCD Y/Hz-1300 cooled camera). Le ratio de cellules prolifératives est évalué par le 
nombre de cellules positives au BrdU par rapport au nombre total de cellules marquées au 
DAPI.  
 
2.6 Analyse de l’apoptose par marquage enzymatique des extrémités fragmentées de 
l’ADN par la méthode ISEL (In situ terminal deoxynucleotidyl transferase (TDT)-
mediated dUTP nick-end labeling) 
 
Le nombre de cellules apoptotiques dans les populations cellulaires stables de T84, Caco-
2/15, HT29 et DLD-1 exprimant le shctrl et le shα6A a été évalué par un marquage 
enzymatique des extrémités fragmentées de l’ADN en utilisant la trousse ApopTag® Plus 
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Fluorescein In Situ Apoptosis Detection Kit (S7111, Millipore) selon les instructions du 
manufacturier. Les cellules ont été ensemencées à une concentration de 50 000 cellules par 
puits dans une plaque 24 puits sur des lamelles de verre prétraitées avec sérum de veau 
fœtal. L’essai ISEL a été effectué après 48 h de culture. Les noyaux ont été marqués par le 
DAPI (2 µM). Les cellules ISEL-positive ont été visualisées à l’aide du microscope à 
épifluorescence DMRXA microscope (Leica) équipé d’une caméra digitale 
(RTE/CCD Y/Hz-1300 cooled camera). Le pourcentage de cellules apoptotiques a été 
déterminé en calculant le nombre de cellules positives au ISEL par rapport au nombre total 
de cellules marquées au DAPI, X 100. Un contrôle positif d’apoptose a été effectué en 
ajoutant une concentration de 1 µM de cytochalasine D (Sigma-Aldrich). 
 
2.7 Tissus de cancer colorectal humain 
 
Les échantillons de 97 tissus de cancer colorectal humain et leur marge de résection 
correspondante (au moins à 10 cm de la tumeur) ont été obtenus chez des patients subissant 
une résection chirurgicale sans traitement néoadjuvant au préalable. Les tissus ont été 
obtenus après consentement écrit des patients, selon un protocole approuvé par le comité 
institutionnel de la recherche sur les sujets humains du Centre Hospitalier Universitaire de 
Sherbrooke (CHUS). Le diagnostic histologique ainsi que le stade et le grade des tumeurs 
ont été déterminés par un médecin pathologiste du département de pathologie du CHUS. 
 
2.8 Extraction de l’ARNm et génération des ADNc 
  
L’ARN total provenant des tissus de cancer colorectal et de leurs marges de résection 
correspondantes ont été extrait en utilisant la trousse RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen, 
74136). La concentration et l’intégrité de l’ARN total (RIN) de chaque échantillon ont été 
validées par micropuce d’analyse d’ARN Agilent RNA 6000 Nano Kit et lues par l’appareil 
Agilent 2100 bioanalyser. La transcription inverse a été ensuite réalisée en utilisant 
l’enzyme AMV (AMV-RT kit, Roche Diagnostics, 10109118001) selon les instructions du 
manufacturier. L’ARN provenant des cellules en culture a été extrait en utilisant la 
technique TriPure (Roche, Laval, Qc). L’intégrité de l’ARN total a été vérifiée par 
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l’analyse des bandes 28S et 18S sur un gel d’agarose 1 % contenant du bromure 
d’éthidium. Le concentration des extraits d’ARN totaux a été quantifiée par 
spectrophotométrie en mesurant l’absorbance à 260nm/280nm et l’intégrité a été vérifiée 
par l’analyse des bandes 28S et 18S sur un gel d’agarose 1 % contenant du bromure 
d’éthidium Les ARN totaux ont subit un traitement à la DNase pour dégrader l’ADN 
génomique avant la réaction de la transcription inverse. La synthèse d’ADNc a été réalisée 
à partir de 2 µg d’ARN total en utilisant l’enzyme Omniscript reserve transcriptase 
(Quiagen) en présence d’oligonucléotides (nt) (Amersham Pharmacia Biotech) comme 
décrit précédemment (Ni et al., 2005). 10 ng d’ADNc par réaction ont été utilisés pour la 
PCR compétitive et la PCR quantitative. 
  
2.9 Réaction de polymérase en chaine (PCR) compétitive et PCR quantitative en 
temps réel 
 
La PCR compétitive pour coamplifier α6A et α6B a été réalisée dans les conditions et avec 
les amorces précédemment décrites (Dydensborg et al., 2009b). La PCR quantitative a été 
réalisée en utilisant l’appareil MXP3000P Real-Time System (Stratagene). La 
quantification par PCR quantitative des gènes des variants α6A et α6B a été effectuée en 
utilisant le système de PrimeTime assay (IDT, Coralville, IA) comprenant une sonde 
d’hydrolyse couplée au fluorophore FAM, une amorce sens et une amorce anti-sens 
(Tableau 3). Le mélange réactionnel 2X Brilliant® III probe (Stratagene) a été utilisé pour 
ces réactions. Le protocole d’amplification comprend une première étape d’activation de 
l’enzyme Taq polymérase pendant 3 minutes à 95 °C, suivit de 40 cycles d’amplification en 
deux étapes.  La première étape consiste en la dénaturation des brins pendant 20 secondes à 
95 °C, et la seconde en l’hybridation/élongation des brins pendant 20 secondes à 60 °C. Les 
lectures de fluorescence (FAM) ont été acquises par l’appareil après chaque phase 
d’hybridation/élongation. La quantification par PCR quantitative de tous les autres gènes a 
été réalisée en utilisant des paires d’amorces sens et anti-sens (Tableau 4) avec le mélange 
réactionnel 2X Brillant® II SYBR® Green. Le protocole d’amplification comprend une 
première étape d’activation de l’enzyme Taq polymérase pendant 10 minutes à 95 °C, 
suivie de 40 cycles d’amplification en trois étapes comprenant une étape de dénaturation 
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des brins de 30 secondes à 95 °C, une étape d’hybridation des brins pendant 30 secondes à 
55 °C, suivie d’une dernière étape d’élongation des brins de 1 minute à 72 °C. Les lectures 
de fluorescence (SYBERGreen) ont été acquises par l’appareil après chaque phase 
d’hybridation. La spécificité de l’amplification a été confirmée par l’étalement d’une 
courbe de dissociation du produit d’amplification final des réactions de PCR quantitative. 
Le gène B2M (β-2-microgobulin) a été utilisé comme gène de référence pour l’analyse des 
tissus humains tandis que le gène RPLPO a été utilisé comme gène de référence pour 
l’analyse des lignées cellulaires, conformément à l’étude publiée précédemment par le 
laboratoire sur l’utilisation de gènes de références appropriés dans l’intestin normal et le 
cancer colorectal. L’expression relative des transcrits a été calculée en comparant 
l’expression du gène d’intérêt de chaque échantillon avec son expression dans un 
échantillon contrôle contenant l’ADNc de différentes lignées cellulaires intestinales 
normales et cancéreuses (HIEC, T84, HT29, DLD-1, HCT116, Caco-2/15 sous-confluent, 
Caco-2/15 confluent) selon le modèle mathématique de Pfaffl utilisant l’efficacité 
d’amplification des amorces (Pfaffl, 2001). L’efficacité de la réaction d’amplification de 
chaque gène a été déterminée par une courbe standard comprenant différentes dilutions 
d’un même ADNc ou avec un plasmide exprimant le gène d’intérêt. 
 
Tableau 3 : Séquences des amorces et sondes pour l’amplification des variants α6A et 
α6B en PCR quantitative 
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Tableau 4 : Séquence des amorces utilisées pour l’amplification des gènes en PCR 
quantitative 
 
2.10 Immunofluorescence 
  
Les populations cellulaires stables T84 shctrl et T84 shα6A ont été ensemencées à une 
concentration de 50 000 cellules par puits dans une plaque 24 puits sur des lamelles de 
verre prétraitées au sérum de veau fœtal. Le protocole d’immunofluorescence est initié 48 h 
après l’ensemencement des cellules. Pour la détection des sous-unités intégrine α6 et β4, les 
cellules ont été fixées dans une solution de 2 % paraformaldhéhyde dilué dans le PBS, et 
les sites non spécifiques ont été bloqués 1 heure à la température de la pièce dans une 
solution de 5 % lait sans lipide dilué dans le PBS. Les anticorps anti-α6 et anti-β4 ont été 
dilués dans la solution de blocage et incubés toute la nuit à 4 °C. Pour 
l’immunofluorescence des variants α6A et α6B, les cellules ont été fixées respectivement 
avec du méthanol 100 % et de l’éthanol 100 % 10 minutes à -20 °C. Les sites non 
spécifiques ont été bloqués 1 heure à la température de la pièce avec une solution 
d’albumine sérique bovine 2 % diluée dans le PBS. Les anticorps anti-α6A et anti-α6B ont 
été dilués dans la solution de blocage et ont été incubés toute la nuit à 4 °C. La détection de 
DVL et p62 par immunofluorescence a été effectuée dans les T84 shctrl et shα6A. 
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Quarante-huit heures après leur ensemencement, les cellules T84 shctrl et shα6A ont été 
traitées pendant 24 heures avec 10 µM de bafilomycine. Les cellules ont ensuite été fixées 
dans une solution de 2 % paraformaldhéhyde dilué dans le PBS, et les sites non spécifiques 
ont été bloqués 1 heure à température de la pièce dans une solution de 5 % lait sans lipide 
dilué dans le PBS. Les anticorps anti-DVL et anti-P62 ont été dilués dans la solution de 
blocage et incubés toute la nuit à 4 °C. Dans tous les cas, les cellules ont été perméabilisées 
avec une solution de 0.2 % triton X-100 diluée dans le PBS pendant 5 minutes avant 
incubation avec l’anticorps primaire. Les anticorps secondaires ont été incubés 1 heure à 
température de la pièce dans la solution de blocage utilisé pour les anticorps primaires 
respectifs. Les anticorps primaires ont été détectés par les anticorps secondaires Alexa 
Fluor 488 ou 594 chèvre anti-souris (Invitrogen, A11017, A11072) et l’anticorps 
secondaire Alexa Fluor 488 chèvre anti-rat (Invitrogen, A11006). Les noyaux ont été 
marqués par le DAPI (2 µM) et les cellules ont été visualisées à l’aide du microscope à 
épifluorescence DMRXA microscope (Leica) équipé d’une caméra digitale 
(RTE/CCD Y/Hz-1300 cooled camera). 
 
2.11 Immunobuvardage 
  
Les lysats protéiques cellulaires totaux ont été récoltés dans le Laemmli 1X (2.3 % SDS, 
10 % glycérol, 0.001 % bleu de bromophénole, 62.5 mM Tris–HCl, pH 6.8), soniqués 15 
fois, chauffés 5 minutes à 100 °C et débarrassés des débris cellulaires non solubles par 
centrifugation à 15 000 rpm pendant 5 minutes. Les concentrations en protéines ont été 
déterminées par dosage colorimétrique selon la méthode de Lowry. Cinquante à 100 µg de 
protéines ont été séparés sur gel d’électrophorèse SDS-PAGE d’une concentration variant 
entre 8 et 15 %, dépendant du poids moléculaire de la protéine d’intérêt. Dans le cas de 
l’immunobuvardage effectué pour la détection de la sous-unité intégrine α6 et des variants 
α6A/α6B, la séparation sur gel d’électrophorèse a été réalisée dans des conditions non 
réductrices (sans β-mercaptoéthanol), tandis que toutes les autres protéines ont été séparées 
dans des conditions réductrices (avec β-mercaptoétanol). Après la séparation des protéines 
dans le gel, les protéines ont été transférées sur une membrane de nitrocellulose (Bio-Rad). 
Les sites de liaison non spécifiques ont été bloqués pendant une heure à la température 
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ambiante avec une solution d’albumine sérique bovine 2 %, 0.1 % de Tween -20  (Biorad) 
dilués dans le PBS ou une solution de 5 % de lait sans lipide, 0.1 % de Tween -20 (Biorad) 
dilués dans le PBS, étape suivie de l’incubation des membranes avec les anticorps 
primaires dilués dans la solution de blocage appropriée pendant 18 heures à 4 °C. Les 
membranes ont été lavées trois fois pour une durée de 10 minutes avec le PBS contenant 
0.1 % de Tween -20 et incubées avec les anticorps secondaires conjugués à l’enzyme HRP 
dilué 1/5000 dans la solution de blocage pour 1 heure à la température ambiante (anti-lapin, 
anti-souris, anti-rat, GE Healthcare Amersham Bioscience, Baie d’Urfe, QC). Après trois 
lavages de 10 minutes dans le tampon PBS contenant 0.1 % Tween -20, la présence des 
complexes anticorps primaires/anticorps secondaires a été révélée en utilisant la réaction de 
chimioluminescence Immobilon Western® kit (Millipore) et l’émission de lumière a été 
détectée en utilisant un film d’autoradiographie (Amersham Pharmacia Biotech). 
  
2.12 Extraction nucléaire 
 
Les extraits protéiques nucléaires ont été préparés en utilisant des cellules à 80 % de 
confluence. Brièvement, les cellules ont été lavées trois fois avec du PBS et récoltées avec 
4 ml de PBS. Les cellules ont été centrifugées à 3000 rpm pendant 5 minutes à 4 °C puis 
remises en suspension rapidement dans un tampon hypotonique (10 µM HEPES, 
1.5 µM MgCl2, 3 µM KCL, 0.5 µM DTT et 1 % d’inhibiteur des protéases dans H20 
bidistillée) pour être ensuite centrifugées à 3000 rpm pendant 5 minutes à 4 °C. Le 
surnageant a été retiré et les culots remis en suspension dans le TH pendant 10 minutes à 
4 °C. Les culots ont ensuite été homogénéisés avec un micropilon B et centrifugées pendant 
15 minutes à 4 °C. Le surnageant a été éliminé et les culots remis en suspension dans un 
tampon faible en sel (20 µM HEPES, 1.5 µM MgCl2, 6 µM KCL, 25 % glycérol, 0.2 µM 
EDTA, 5 µM DTT et 1 % d’inhibiteur des protéases dans H20 bidistillée) suivi d’un 
tampon riche en sel (20 µM HEPES, 1.5 µM MgCl2, 0.4 M KCL, 25 % glycérol, 0.2 µM 
EDTA, 5 µM DTT et 1 % d’inhibiteur de protéases dans H20 bidistillée), agité pendant 
30 minutes à 4 °C et centrifugé à 14 000 rpm pendant 30 minutes à 4 °C. Le surnageant 
contenant les protéines nucléaires a été solubilisé dans le tampon Laemmli 4X. 
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2.13 Fractionnement cellulaire 
 
Le fractionnement subcellulaire a été effectué en utilisant la trousse Subcellular Proteome 
Extraction Kit (539790, Millipore) selon les instructions du fabricant. Les cellules DLD-1 
shctrl et DLD shα6A ont été cultivées trois jours (80 % de confluence) avant l’extraction 
des fractions cellulaires (F1 : cytosolique; F2 : membrane; F3 : nucléaire; 
F4 : cytosquelette). Les fractions enrichies ont été confirmées par immunobuvardage pour 
la détection de la GSK3β (fraction cytoplasmique soluble), l’intégrine β1 (fraction de 
membrane), la triméthylée lysine 27 de l’histone 3 (fraction nucléaire) et la kératine 18 
(fraction du cytosquelette). 
 
2.14 Plasmides, transfection et essai luciférase 
 
Le plasmide rapporteur de la luciférase TOPflash (Promega) contient trois sites de liaison 
du complexe β-caténine/TCF4 en amont du promoteur minimal de la thymidine kinase, 
contrôlant l’expression du gène de la luciférase firefly. Le plasmide rapporteur de la 
luciférase FOPflash (Promega) contenant des sites de liaison du complexe β-caténine/TCF4 
mutés a été utilisé comme contrôle négatif. Le plasmide pRL (Promega) dont l’expression 
de la luciférase renilla est constitutive a été utilisé en co-transfection avec les plasmides 
TOPflash/FOPflash comme contrôle interne de l’efficacité de la transfection. Le 
plasmide pLightSwitch-α6 (S708174, SwitchGear Genomic) contient le gène de la 
luciférase renilla sous le contrôle du promoteur de la sous-unité intégrine α6. Le plasmide 
pLightSwitch-empty (S790005, SwitchGear Genomic) contenant le gène de la luciférase r 
renilla sans promoteur a été utilisé comme contrôle négatif. Le 
plasmide pGL4.13[luc2/SV40] dont l’expression de la luciférase firefly est constitutif a été 
utilisé en co-transfection avec les plasmides pLightSwitch -α6/pLightSwitch-empty comme 
contrôle interne de l’efficacité de transfection. Les plasmides utilisés pour la surexpression 
de MYC et MADMYC (PCDNA-vide, PCDNA-MYC, CVMT-MADMYC) ont été décrits 
précédemment (Ni et al., 2005). Dans le cas du mutant dominant négatif, MADMYC, le 
domaine de transactivation N-terminal de MYC (acides aminés 1 à 263) a été retiré et 
remplacé par le domaine N-terminal de la répression transcriptionnelle (acides aminés 1 à 
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38, la région d’interaction Sin3) de MAD. Les plasmides ont été transfectés avec l’agent de 
transfection Effectene (Qiagen) selon les instructions du fabricant. L’activité des luciférases 
firefly/renilla a été mesurée par chimioluminescence 48 heures après la co-transfection en 
utilisant le système Dual-Luciferase® Reporter Assay System (Promega, Madison, WI). Le 
signal de chimioluminescence a été détecté par l’appareil Orion microplate luminometer 
(Berthold, Kirkland, QC). Pour les expériences d’analyse de l’activité de la voie Wnt/β-
caténine, les populations cellulaires stables de T84, Caco-2/15, HT29 et DLD-1 exprimant 
le shctrl et le shα6A ont été ensemencées à une concentration de 50 000 cellules par puits 
dans une plaque 24 puits. Vingt-quatre heures après l’ensemencement, les cellules ont été 
co-transfectées avec le plasmide rapporteur de la luciférase firefly TOPflash ou le plasmide 
rapporteur de la luciférase firefly FOPflash et le plasmide pRL. Dans certaines expériences, 
les cellules ont été traitées avec le DMSO ou le SB216763 pendant 48 heures. Pour les 
expériences de l’activité du promoteur de la sous-unité intégrine α6, les cellules 293T, T84, 
SW620, Caco-2/15 ont été ensemencées à une concentration de 50 000 par puits dans une 
plaque 24 puits (Falcon). Vingt-quatre heures après l’ensemencement, les cellules ont été 
co-transfectées avec le plasmide rapporteur de la luciférase renilla pLightSwitch-α6 ou 
pLightSwitch-empty, le plasmide rapporteur de la luciférase firefly pGL4.13 [luc2/SV40], 
en combinaison avec les plasmides PCDNA-vide, PCDNA-MYC, CVMT-MAD/MYC. Les 
données ont été obtenues en calculant le ratio de l’expression de la luciférase renilla par 
rapport à celui de la luciférase firefly. Le ratio obtenu pour le plasmide contrôle négatif 
(FOPflash ou pLightSwitch-empty) a été soustrait du ratio obtenu pour le plasmide 
rapporteur d’intérêt (TOPflash ou pLightSwitch-α6). Toutes les expériences ont été 
réalisées en triplicata. 
 
2.15 Xénogreffe 
 
Les souris femelles CD1 nu/nu ont été achetées de Charles River (Wilmington, MA). Tous 
les protocoles expérimentaux ont été approuvés par le comité d’éthique sur les 
expérimentations animales de l’université de Sherbrooke. Les populations cellulaires 
stables de T84, HT29 et DLD-1 exprimant le shctrl et le shα6A ont été injectées en sous-
cutané au niveau du dos de souris âgées de 5 semaines. Pour chaque type cellulaire, un total 
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de 2×106 de cellules suspendues dans 100 µl de milieu de culture a été injecté. Dès que la 
tumeur a été palpable, le volume tumoral des xénogreffes a été déterminé par deux mesures 
du diamètre de la tumeur (V = (d2 × D)/2) à l’aide d’un pied à coulisse. Le suivi du bien-
être des animaux et des volumes tumoraux a été effectué jusqu’à l’euthanasie des souris. 
Les tumeurs ont été disséquées et pesées suite à l’euthanasie de l’animal. Un segment de 
chaque tissu tumoral a été utilisé pour l’extraction d’ARNm et analysé par PCR 
quantitative. Un autre segment a été inclus dans l’OCT pour étude histologique. Des 
tranches de 5-10 µm d’épaisseur ont été coupées avec le cryostat Leica CM3050S sur une 
lame de verre recouverte de silice (Fisher Scientific, 125523). Ensuite, une coloration 
hématoxyline/éosine a été effectuée pour l’analyse histologique des tissus tumoraux. Les 
tissus ont été visualisés avec le microscope FSX100 Bio Imaging Navigator (Olympus, 
Center Valley, PA, USA). 
 
2.16 Traitement avec l’inhibiteur de MYC 
 
Pour les expériences avec l’inhibiteur de MYC (10058-F4), les cellules T84 ont été 
ensemencées à une concentration de 200 000 cellules par puits dans une plaque 6 puits. Six 
jours après l’ensemencement, l’inhibiteur de MYC a été ajouté dans le milieu de culture à 
une concentration de 50 µM et 100 µM pour une période de 24 h et 48 h. L’ARN des 
cellules a été récolté ainsi que les lysats cellulaires protéiques totaux pour les analyses.  
 
2.17 Analyses statistiques 
 
Chaque expérience a été répétée au moins trois fois sauf lorsque mentionné et les résultats 
représentatifs ont été montrés. Les données présentées sont exprimées sous la forme d’une 
moyenne de toutes les expériences +/- l’erreur standard moyenne. Le test t de student 
unilatéral ou le test d’analyse des variances ANOVA suivit d’un test de comparaisons 
multiples de type Bonferroni ont été utilisés pour analyser la significativité des données. La 
différence entre les données a été considérée comme significative lorsque p ≤ 0,05. Les 
calculs statistiques ont été réalisés avec le logiciel Prism 6.0 (GraphPad Software, La Jolla, 
CA). 
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33. RÉSULTATS 
 
3.1 L’augmentation de l’expression de la sous-unité intégrine α6 et de son variant 
α6A dans les tumeurs colorectales humaines 
 
Une étude portant sur l’expression de la sous-unité α6 et ses variants réalisée par notre 
laboratoire a permis de mettre en évidence une altération du ratio de l’expression des 
transcrits des variants α6B/α6A dans un nombre réduit d'échantillons de cancer colorectal 
humain, suggérant une augmentation du variant α6A (Dydensborg et al., 2009b). Dans le 
but de confirmer ces observations et de réaliser l’objectif 1 de mes travaux de thèse, les 
niveaux d’expression du transcrit de la sous-unité intégrine α6 totale ainsi que ses variants 
d’épissage α6A et α6B ont été analysés en PCR quantitative dans 97 tumeurs primaires 
colorectales humaines et leur marge de résection correspondante. L’expression de la sous-
unité α6 totale a été examinée par l’amplification d’une séquence commune pour les deux 
variants d’épissage alternatif codant pour la région extracellulaire, alors que les variants 
α6A et α6B ont été analysés par l’amplification d’une séquence spécifique à chaque variant 
codant pour le domaine cytoplasmique (Tableau 2 et 3). Dans un premier temps, les 
analyses ont révélé que le transcrit de la sous-unité intégrine α6 est augmenté de plus de 
deux fois dans les tumeurs primaires comparativement à leur marge de résection, 
confirmant les résultats obtenus précédemment par le laboratoire (Dydensborg et al., 
2009b) (Figure 7A). Toutefois, l’analyse des variants d’épissage a permis d’observer une 
hausse significative du variant α6A, alors que le variant α6B demeure stable (Figure 7A). 
De plus, l’expression du variant α6A corrèle fortement avec celle de la sous-unité 
intégrine α6 totale (p ≤ 0.0001, Pearson r = 0.588) (Figure 7B), confirmant que 
l’augmentation de la sous-unité intégrine α6 dans les tumeurs primaires colorectales se 
réalise aux dépens de son variant α6A. Lorsque les échantillons sont analysés 
individuellement, l’expression du transcrit du variant α6A dans les tumeurs primaires 
colorectales est augmentée chez 69 patients, est similaire chez 16 patients et réduite chez 12 
patients. Prenant en considération le fait que des niveaux considérables du variant α6A sont 
exprimés dans la crypte de la muqueuse colique normale de la marge de résection, ces 
résultats confirment qu’une grande proportion de cellules cancéreuses colorectales 
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Figure 7 : Expression de la sous-unité intégrine α6 et de ses variants d’épissage 
alternatif dans les tumeurs primaires colorectales humaines. (A) Analyses en PCR 
quantitative de l’expression du transcrit de la sous-unité intégrine α6 et de ses variants 
d’épissage alternatif α6A/α6B dans 97 tumeurs primaires colorectales humaines (Tu) par 
rapport à leur marge de résection (MR) correspondante. Les données sont normalisées par 
rapport à l’expression du transcrit de B2M comme gène de référence. Test t de student, *** 
p ≤ 0.001. (B) Graphique démontrant la corrélation entre l’expression des transcrits de la 
sous-unité intégrine α6 et de son variant α6A dans les tumeurs primaires colorectales 
humaines. Corrélation de Pearson r=0.588, p ≤ 0.0001. (C-D) Analyses en PCR quantitative 
de l’expression du variant α6A selon le stade (C) et le grade (D).Test statistique ANOVA, p 
≤ 0.05. Les données sont normalisées par rapport à l’expression du transcrit de B2M comme 
gène de référence. L’expression relative du transcrit du variant α6A est déterminée 
relativement à l’expression dans la marge de résection correspondante (MR). Adapté de 
(Groulx et al., 2014). 
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expriment d’importants niveaux du variant α6A. De plus, l’augmentation de l’expression du 
variant α6A est observée peu importe le stade ou le grade de la tumeur (Figure 7C-D). Ces 
données confirment la régulation à la hausse soutenue du variant α6A tout au long de la 
progression du cancer colorectal humain. 
 
3.2 L’abolition du variant α6A dans les cellules cancéreuses colorectales humaines 
 
Afin d’étudier l’implication fonctionnelle du variant α6A dans le comportement des 
cellules cancéreuses colorectales (objectif 2), quatre lignées cellulaires de cancer colorectal 
bien caractérisées, soit les Caco-2/15, DLD- 1, T84 et HT29, ont été infectées avec un 
shARN ciblant le transcrit du variant α6A. Le shARN a été conçu afin de reconnaître une 
courte séquence dans l’exon 25 (environ 119pb) unique au variant α6A. La spécificité de 
l’abolition du variant α6A a été confirmée en PCR compétitive en utilisant des amorces 
amplifiant les deux variants. Les résultats ont révélé une diminution de l’expression du 
variant α6A sans réduire l’expression du variant α6B dans les cellules infectées avec le 
shα6A par rapport aux cellules infectées avec un shARN contrôle (shctrl), et ce, dans les 
quatre lignées cellulaires testées (Figure 8A). L’analyse en PCR quantitative a démontré 
une diminution de 80 à 90 % des niveaux d’expression du variant α6A dans les cellules 
infectées avec le shα6A comparativement aux cellules infectées avec le shctrl, sans affecter 
les niveaux du variant α6B (Figure 8B). Parallèlement, l’abolition du variant α6A est 
accompagné d’une diminution d’environ 50 % de l’expression du transcrit de la sous-
unité α6 totale comparativement aux cellules shctrl (Figure 8B). Les expériences 
d’immunobuvardage ont confirmé la suppression du variant α6A au niveau de la protéine 
dans les cellules shα6A, sans affecter significativement l’expression du variant α6B, et ce, 
dans toutes les lignées cellulaires utilisées de cancer colorectal (Figure 8C-D).   
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Figure 8 : Abolition de l’expression du variant α6A dans les cellules de cancers 
colorectaux humains. (A) Analyses en PCR compétitive de l’expression du transcrit des 
variants α6A/α6B dans les lignées cellulaires Caco-2/15, DLD-1, T84 et HT29 exprimant de 
façon stable le shARN shctrl et shα6A. N=3 (B) Analyses en PCR quantitative de 
l’expression des transcrits de la sous-unité intégrine α6 et de ses variants α6A et α6B. Test t 
de student (shctl vs shα6A), * p ≤ 0.05, ** p ≤ 0.01. N=3. Les données sont normalisées par 
rapport à l’expression du transcrit du gène de référence RPLPO. (C) Immunobuvardages 
représentatifs pour la détection des variants α6A et α6B dans les cellules shctrl et shα6A. 
La cytokératine 18 (K18) est utilisée comme contrôle de quantité protéique. (D) Graphiques 
de l’analyse densiométrique des niveaux protéiques des variants α6A et α6B dans les 
cellules shctrl et shα6A. Test t de student (shctrl vs shα6A), * p ≤ 0.05, ** p ≤ 0.01. N=3 
Adapté de (Groulx et al., 2014). 
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3.3 La perte d’expression du variant α6A n’affecte pas la localisation du variant 
α6B 
 
Malgré le fait que l’abolition du variant α6A n’engendre pas un phénomène de 
compensation par le variant α6B, il est important de déterminer si sa localisation 
membranaire est affectée. Pour se faire, des expériences d’immunofluorescence ont été 
réalisées pour la détection simultanée de la sous-unité intégrine α6 et de la sous-unité 
intégrine β4 en parallèle avec une immunofluorescence pour la détection des variants α6A 
et α6B. Les cellules T84 ont été utilisées, car elles forment des hémidesmosomes lorsque 
cultivées en boîtes de Pétri, facilitant ainsi la visualisation de l’intégrine α6β4 au sein de 
cette structure d’adhésion. Les résultats ont montré que la sous-unité intégrine α6 colocalise 
avec le marquage de la sous-unité intégrine β4 dans les cellules shctrl et shα6A sous forme 
ponctuée, caractéristique d’un marquage d’hémidesmosomes (Figure 9A-F). Tel 
qu’attendu, l’intensité du signal du marquage pour les deux sous-unités intégrines α6 et β4 
est moins forte dans les cellules shα6A comparativement aux cellules shctrl. Par la suite, 
l’utilisation d’anticorps spécifiques pour les variants de la sous-unité α6 a permis 
d’observer un marquage ponctué du variant α6A dans les cellules shctrl. Parallèlement, le 
marquage pour le variant α6A est quasi absent dans les cellules shα6A, confirmant 
l’abolition du variant α6A (Figure 9G, I). L’analyse du variant α6B a permis d’observer un 
marquage également sous une forme ponctuée et d’intensité équivalente au niveau des 
cellules shctrl et shα6A (Figure 9J, H). Ces résultats suggèrent que l’abolition du variant 
α6A ne modifie pas la localisation membranaire du variant α6B dans l’hémidesmosome. 
 
Afin de confirmer cette observation, la localisation et les niveaux d’expression des variants 
α6A et α6B ont ensuite été analysées dans une autre lignée cellulaire de cancer colorectal, 
soit les cellules DLD-1. Pour ce faire, les niveaux protéiques des variants α6A et α6B ont 
été analysés par immunobuvardage dans un fractionnement cellulaire, car les cellules DLD-
1 ne forment pas d’hémidesmosome en boîte de Pétri. Les analyses ont montré que les 
variants α6A et α6B se retrouvent exclusivement à la membrane plasmique et que 
l’abolition du variant α6A n’altère pas la localisation membranaire (fraction F2) du variant 
α6B (Figure 9K). Conséquemment à la perte du variant α6A, une diminution de   
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Figure 9 : Localisation du variant α6B en présence de  l’abolition de l'expression du 
variant α6A. (A-J) Immnuolocalisation de l’intégrine α6β4 et de ses variants d’épissage 
dans les cellules T84 shctrl et shα6A par immunofluorescence. (A-F) Images 
représentatives pour la localisation de la sous-unité intégrine α6  (A, D), de la sous-unité 
intégrine β4 (B, E) et la colocalisation d’ α6 (vert), de β4 (rouge) et le DAPI (bleu) dans les 
cellules T84 shctrl (A-C) et T84 shα6A (D-F). (G-J) Images représentatives 
d’immunofluorescence pour la détection du variant α6A (vert) (G,I), α6B (vert) (H,J) et le 
DAPI (bleu) dans les cellules T84 shctrl (G,H) et shα6A (I,J). Échelle : A-F=25µm; G-J=50 
µm. N=3. (K) Immunobuvardages représentatifs pour la détection des variants 
intégrines α6A, α6B et de la sous-unité intégrine β4 dans les fractions cytoplasmiques (F1), 
membranaires (F2), nucléaires (F3) et cytosquelettes (F4) issues des cellules DLD-1 shctrl 
et shα6A. Les fractions enrichies F1, F2, F3, F4 ont été validées respectivement par la 
détection de la GSK3β, la sous-unité intégrine β1, la triméthylation de la lysine 27 de 
l’histone 3 (H3K27me3) et cytokératine 18 (K18). N=3. Adapté de (Groulx et al., 2014). 
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l’intégrine β4 est constatée par rapport à l’intégrine β1, confirmant l’association du variant 
α6A avec la sous-unité β4. L’ensemble de ces résultats confirme qu’en plus de n’avoir 
aucune altération de l’expression du variant α6B, l’abolition du variant α6A dans les 
cellules de cancer colorectal humain n’affecte pas la localisation membranaire du variant 
α6B. 
 
3.4 Le variant α6A régule la prolifération cellulaire 
 
Certaines études ont révèlé que la sous-unité intégrine α6 était impliquée dans la 
prolifération cellulaire (Lathia et al., 2010; Y. Wang et al., 2011). Par contre, aucune étude 
n’a analysé si cette fonction pouvait être attribuée à un de ses variants en particulier. 
Toutefois, nous avons précédemment démontré que la surexpression du variant α6A 
augmente l’activité transcriptionnelle de la β-caténine. La voie Wnt/β-caténine est un 
puissant régulateur de la prolifération cellulaire (Polakis, 2012), suggèrant que la fonction 
proliférative de la sous-unité intégrine α6 pourrait être associée à son variant α6A 
(Dydensborg et al., 2009a). Pour confirmer cette hypothèse, l’implication du variant α6A 
dans la croissance des cellules cancéreuses a d’abord été évaluée in vitro en établissant une 
courbe de croissance de cellules de cancer colorectal dans lesquelles l'expression du variant 
α6A a été abolie, mais exprimant le variant α6B. Les expériences ont révélé une réduction 
significative du nombre de cellules tout au long des cultures (de 2 à 6 jours), et ce, dès 2 
jours après l’ensemencement pour les cellules T84, HT29 et DLD-1 shα6A 
comparativement aux cellules shctrl. Dans le cas des cellules Caco-2/15, une réduction du 
nombre de cellules est observée 4 jours après l’ensemencement et maintenue à 6 jours 
comparativement aux cellules shctrl (Figure 10A). Dans l’ensemble, la suppression du 
variant α6A conduit à une réduction significative et soutenue du taux de croissance de 
toutes les cellules de lignées de cancer colorectal humain testées. 
 
Pour confirmer que la diminution de la croissance cellulaire est le résultat d’une réduction 
spécifique de la prolifération cellulaire et non d’une augmentation de l’apoptose, toutes les 
populations cellulaires de cancer colorectal exprimant de façon stable le shα6A ou le shctrl 
ont été soumises à des essais d’incorporation de BrdU et des essais ISEL. Pour toutes les 
cellules testées, l’abolition de l’expression du variant α6A est accompagnée d’une 
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réduction significative du nombre de cellules qui entrent dans la phase S, comme le 
montrent les expériences d’incorporation du BrdU (Figure 10B). En même temps, les essais 
ISEL démontrent que les cellules de cancer colorectal utilisées possèdent de faibles niveaux 
d’apoptose et que la perte du variant α6A ne les augmente pas (Figure 10C), établissant le 
rôle pro-prolifératif du variant α6A dans le cancer colorectal humain. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 10 : Régulation de la prolifération des lignées d'adénocarcinome colorectal par 
le variant α6A. (A) Courbes de croissance cellulaire sur une période de 2 à 6 jours après 
l’ensemencement des populations de cellules Caco-2/15, DLD-1, T84 et HT29 exprimant 
de façon stable le shα6A ou shctrl. Les cellules ont été dénombrées aux temps indiqués. 
N=3. (B) Expériences d’incorporation de BrdU réalisées dans les lignées de cellules Caco-
2/15, DLD-1, T84 et HT29 shα6A et shctrl. N=3. (C) Analyses de l’index apoptotique des 
cellules par expérience ISEL. Un contrôle positif d’apoptose a été effectué en ajoutant une 
concentration de 1 µM de cytochalasine D (CD). Test t de student (shctrl vs shα6A), *p 
≤ 0.05, ** p≤ 0.01, *** p ≤ 0.001. N=3. Adapté de (Groulx et al., 2014).  
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3.5 La suppression de l’expression du variant α6A réduit la formation de tumeur en 
xénogreffes 
 
La capacité des cellules n’exprimant pas le variant α6A de former des tumeurs in vivo a été 
ensuite évaluée par l'injection sous-cutanée des cellules T84, HT29 et DLD-1 shctrl et sh 
α6A chez des souris femelles immunodéficientes de souche nu/nu. Les cellules Caco2/15 
ont été exclues pour cette analyse en raison de leur longue période de latence nécessaire 
pour observer la formation de tumeurs chez la souris. Les résultats ont démontré que la 
période de latence pour la détection de tumeurs palpables suite à l’injection sous-cutanée 
est retardée de façon significative pour les cellules T84 shα6A comparativement aux 
cellules T84 shctrl (respectivement 36 jours et 12 jours) (Figure 11A), mais pas pour les 
cellules HT29 et DLD-1. Néanmoins, la suppression du variant α6A dans les cellules T84 
et HT29 diminue leur capacité à produire des tumeurs chez la souris (Figure 11A-B), 
entrainant une réduction significative du volume et du poids de la tumeur au moment du de 
l’euthanasie des souris (Figure 11D-E). Toutefois, la diminution du taux de prolifération 
observée dans les cellules DLD-1 shα6A in vitro n'a pas eu pour corolaire une réduction 
significative de la croissance tumorale et du poids des tumeurs in vivo (Figure 11C, F). Les 
analyses histologiques effectuées après une coloration à l’hématoxyline et l’éosine ont 
montré une présence accrue de nécrose et d’œdème dans les xénogreffes des cellules DLD-
1 shctrl, une observation peu présente avec les cellules DLD-1 shα6A. Cela pourrait 
expliquer l’absence de différence dans le développement des tumeurs, malgré la diminution 
de la prolifération des cellules DLD shα6A in vitro (Figure 11G). Parallèlement, aucune 
différence histologique n’est observée entre les tumeurs issues des cellules T84 et HT9 
shctrl et shα6A (Figure 11G). L’analyse de l’expression du variant α6A suivant la fin du 
suivi des xénogreffes, a révélé que les tumeurs issues des cellules T84 shα6A expriment à 
nouveau le variant α6A, alors que l’abolition de l’expression du variant α6A est maintenue 
dans les tumeurs issues des cellules HT29 et DLD-1 shα6A. Malgré cette réapparition du 
variant α6A dans les tumeurs issues des cellules T84 shα6A, possiblement causées par 
l’absence d’agent de sélection in vivo, l’abolition initiale de l’expression variant α6A a été 
suffisante pour ralentir le développement de tumeur comparativement aux cellules T84 
shctrl (Figure 11 H). Pris ensemble, ces résultats suggèrent que le variant α6A régule la  
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Figure 11 : L’abolition de l’expression du variant α6A dans les lignées de cellules de 
cancer colorectal réduit le développement de tumeur en xénogreffe. (A-C) Graphiques 
du volume tumoral des xénogreffes des cellules T84, HT29 et DLD-1 shctrl et shα6A, 
injectées en sous-cutané chez la souris immunodéficiente. Le volume de la tumeur (mm3) 
est déterminé en prenant deux mesures externes de la tumeur (V = (d2 × D)/2). (D-F) Poids 
(g) tumoral des xénogreffes des cellules T84, HT29 et DLD-1 shctrl et shα6A au moment 
du sacrifice des souris (40 à 50 jours après l'injection). Test t de student (shctrl vs shα6A), * 
p ≤ 0.05, ** p ≤ 0.01. N=4. (G) Images représentatives de la coloration à l’hématoxyline et 
l’éosine des xénogreffes de tumeurs issues des cellules T84, HT29 et DLD-1 shctrl et 
shα6A. Échelles = 200 µm, insert=50 µm. N=4 (H) Analyses en PCR quantitative de 
l’expression des transcrits des variants a6A et a6B dans les xénogreffes des tumeurs issues 
des cellules T84, HT29 et DLD-1 shctrl et shα6A. Les données sont exprimées par le ratio 
a6A sur a6B. Test t de student (shctrl vs shα6A), ** p ≤ 0.01, § p = 0.0783. N=3. Adapté de 
(Groulx et al., 2014). 
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croissance tumorale au moins dans un sous-ensemble de lignées de cellules de cancer 
colorectal en xénogreffe. 
 
3.6 La régulation de la voie Wnt/β-caténine par le variant α6A 
 
La voie β-caténine est l’un des régulateurs les plus importants de la prolifération cellulaire 
de plusieurs types cellulaires et est souvent fortement activée dans le cancer colorectal 
humain (Polakis, 2012). Le fait que l’abolition du variant α6A affecte la prolifération 
cellulaire dans toutes les lignées cellulaires testées in vitro, suggère un lien possible entre 
l’expression du variant α6A et l’activation de la voie Wnt/β-caténine dans le cancer 
colorectal humain. Afin d’évaluer l’impact de la suppression de l’expression du variant 
α6A sur l’activation de la voie Wnt/β-caténine (objectif 3), les niveaux de phosphorylation 
sur la serine 37 et la thréonine 41 de la β-caténine effectuée par la GSK3β ont d’abord été 
évalués en utilisant un anticorps reconnaissant la β-caténine active (soit déphosphorylée en 
Ser37 et Thr41). Les analyses par immunobuvardage des lysats cellulaires totaux ont 
d’abord montré que l’abolition du variant α6A provoque une diminution significative des 
niveaux de β-caténine active par rapport à la β-caténine totale dans toutes les lignées 
cellulaires shα6A vs shctrl (Figure 12A). Conséquemment, l’analyse des extraits nucléaires 
a montré que cette diminution de la β-caténine active est accompagnée d’une réduction de 
la β-caténine nucléaire dans les cellules des lignées Caco-2/15, DLD- 1 et T84 shα6A 
comparativement aux shctrl, mais pas dans la lignée HT29 (Figure 12B). Ces résultats 
suggèrent que dans ces cellules de cancer colorectal, l’abolition du variant α6A interfère 
avec l’activation de la voie Wnt/β-caténine par l’augmentation de la phosphorylation de la 
β-caténine par la GSK3β, entraînant sa dégradation par le protéasome et conséquemment 
diminuant son accumulation au noyau. Pour confirmer l’importance fonctionnelle de la 
réduction de la β-caténine nucléaire, son activité transcriptionnelle a été analysée par des 
essais luciférases en utilisant un plasmide rapporteur Luciférase sous le contrôle de la 
liaison de la β-caténine avec ses cofacteurs TCF4/LEF1 (TOPflash). Les analyses ont 
permis d’observer que la réduction de la β-caténine nucléaire entraîne une diminution de 
l’activité du plasmide rapporteur TOPflash dans Caco-2/15, DLD- 1 et les cellules T84  
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Figure 12 : Régulation de la voie Wnt/β-caténine par le variant α6A. (A-B) 
Immunobuvardages représentatifs et graphiques de l’analyse densiométrique pour la 
détection de la β-caténine active et la β-caténine totale dans des extraits cellulaires totaux 
(A) et la β-caténine totale dans des extraits nucléaires (B) des cellules shctrl et shα6A des 
lignées Caco-2/15, DLD-1, T84 et HT29. La β-actine est utilisée comme contrôle de 
quantité protéique dans les extraits cellulaires entiers et l’histone H1 pour les extraits 
nucléaires. Test t de student (shctrl vs shα6A), *p ≤ 0.05, ** p ≤ 0.01. N=3. (C) Essais 
luciférase avec le promoteur répondant à la β-caténine/TCF4 (TOPflash) dans les cellules 
shctrl et shα6A. Les résultats sont exprimés selon le ratio net de l’activité luciférase firefly 
par rapport à celui de la luciférase renilla du promoteur TOPflash – le promoteur 
FOPflash). Test t de student (shctrl vs shα6A), * p ≤ 0.05, ** p ≤ 0.01, N = 3. Adapté de 
(Groulx et al., 2014). 
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(Figure 12C). L’activité luciférase TOPflash n’est pas différente entre les cellules HT29 
shctrl et shα6A. Toutefois, dans nos expériences, les cellules HT29 ont de très faibles 
niveaux d’activation du plasmide rapporteur (TOPflash) par rapport aux autres lignées 
cellulaires. Ces résultats montrent que l’abolition du variant α6A dans les cellules de cancer 
colorectal affecte l’activité de la Wnt/β-caténine par le contrôle de la forme active de la β-
caténine. Conséquemment, le variant α6A semble impliquée dans l'activation de la β-
caténine en prévenant sa phosphorylation par la GSKβ. 
 
3.7 L’inhibition de la GSK3β rétablit la voie Wnt/β-caténine 
 
Pour approfondir la contribution de la GSK3β dans la régulation de la voie Wnt/β-caténine 
par le variant α6A, l’impact de l’inhibition de la GSK3β sur le rétablissement de l’activité 
du plasmide rapporteur TOPflash ainsi que sur l’expression des gènes cibles de la β-
caténine a été analysé dans les cellules T84 shctrl et shα6A. D’une part, les essais luciférase 
ont démontré que l’inhibition pharmacologique de la GSK3β conduit à une stimulation 
significative de l’activité luciférase du plasmide rapporteur TOPflash, à la fois dans les 
cellules shctrl et shα6A (Figure 13A). De plus, l’inhibition de la GSK3β stimule l’activité 
luciférase du plasmide TOPflash à un même niveau dans les cellules shctl et shα6A. Ces 
observations suggèrent un rétablissement de l’activité de la voie Wnt/β-caténine par 
l’inhibition de la GSK3β dans les cellules dans lesquelles l'expression du variant α6A a été 
abolie. Pour étendre ces observations dans un contexte physiologique, l’impact de 
l’abolition de l’expression du variant α6A et de l’inhibition de la GSK3β sur l’expression 
des gènes cibles de la voie Wnt/β-caténine a été évalué en PCR quantitative. Pour ce faire, 
les gènes LGR5, CCND1, CCND2 et MYC, quatre gènes cibles bien documentés de la voie 
Wnt/β-caténine dans l’intestin, ont été choisis pour les analyses (Cole et al., 2010; He et al., 
1998; Schuijers et Clevers, 2012; Tetsu et McCormick, 1999). Les résultats ont montré que 
l’abolition de l’expression du variant α6A provoque une réduction significative de 
l’expression des transcrits de LGR5 et de CCND2 (Figure 13B-C), confirmant l’inhibition 
de l’activité transcriptionnelle de la voie Wnt/β-caténine. De plus, l’inhibition de la GSK3β 
dans les cellules shα6A entraîne une stimulation significative de l’expression de ces deux 
gènes (Figure 13B-C). Toutefois, lorsque les cellules shctrl et shα6A traitées avec 
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Figure 13. L’inhibition de la GSK3β rétablit l’activité de la voie Wnt/β-caténine. (A) 
Essais luciférase (TOPflash) avec le promoteur répondant à la β-caténine/TCF4 dans les 
cellules T84 shctrl et shα6A traitées avec le SB216763 (un inhibiteur pharmacologique de 
la GSK3β). Test statistique ANOVA : shctrl vs shα6A : ** p≤ 0.001, - vs + SB216763 : $$ 
p ≤ 0.001. N=3. (B-E) Analyses en PCR quantitative de l’expression des transcrits de LGR5 
(B), CCND2 (C), CCND1 (D) et MYC (E) dans les cellules T84 shctrl et shα6A traitées 
pendant 24 h avec le SB216763. Les résultats sont normalisés par rapport au gène de 
référence RPLPO. Test statistique ANOVA; shctrl vs shα6A : ** p ≤ 0.001; shctrl vs 
shα6A + SB216763 : ## p ≤ 0.001; - vs + SB216763 : $ p ≤ 0.05, $$ p ≤ 0.001. N =3. 
Adapté de (Groulx et al., 2014). 
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l’inhibiteur GSK3β sont comparées, l’expression de LGR5 est encore nettement plus faible 
dans les cellules shα6A que dans les cellules shctrl, tandis que l’expression de CCND2 est 
similaire (Figure 13B-C). Cette observation suggère au moins une restauration au moins 
partielle de l’expression de LGR5 par l’inhibition de la GSK3β. Contre toute attente, 
aucune modulation significative de l’expression des transcrits de la CCND1 et de MYC n’a 
été constatée dans ces expériences (Figure 13D-E). De tels résultats démontrent que le 
variant α6A contrôle l’activation de la voie Wnt/β-caténine et l’expression de certain de ses 
gènes cibles par le biais de GSK3β. Compte tenu du rôle majeur de la voie Wnt/β-caténine 
dans la prolifération cellulaire, il est possible que le variant α6A affecte la régulation de la 
prolifération des cellules de cancer colorectal humain par cette voie. 
 
3.8 La régulation des niveaux protéiques de DVL2 par le variant α6A 
 
L’impact de l’abolition de l’expression du variant α6A sur l’expression de la forme active 
et nucléaire de la β-caténine, combiné au fait que l’inhibition de la GSK3β rétablit l’activité 
de la voie Wnt/β-caténine, suggèrent que le variant α6A interfère avec un évènement de 
signalisation en amont de la GSK3β. Cette hypothèse a mené à étudier la possibilité que le 
variant α6A puisse réguler le régulateur principal de la GSK3β, la protéine DVL2. Tel que 
mentionné précédemment, la protéine DVL2 permet l’activation de la voie Wnt/β-caténine 
le complexe de destructions et ainsi l'activation de la GSK3β, empêchant ainsi la β-caténine 
d’être phosphorylée et dégradée (Angers et Moon, 2009). Les analyses par 
immunobuvardage des lysats cellulaires totaux provenant des lignées Caco-2/15, DLD-1, 
T84 et HT29 ont révélé que l’abolition de l’expression du variant α6A entraîne une 
diminution significative de DVL2 dans toutes les lignées cellulaires testées 
comparativement aux cellules shctrl (Figure 14A). Toutefois, cette diminution de la 
protéine n’est pas précédée d’une baisse des transcrits de DVL2, suggérant un effet post-
traductionnel avec régulation de la stabilité de la protéine par le variant α6A (Figure 14B).  
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Figure 14 : L’abolition de l’expression du variant α6A régule la protéine DVL2. (A) 
Immunobuvardages représentatifs et les graphiques de densimétrie correspondant à la 
détection de DVL2 dans les cellules shctrl et shα6A dans 4 lignées (Caco-2/15, DLD-1, 
T84 et HT29) après à 4 jours d’ensemencement. Test t de student apparié, * p ≤ 0.05, *** p 
≤ 0.0001. n = 3. (B) Analyses en PCR quantitative de l’expression du transcrit de DVL2 
dans les cellules shctrl et shα6A après 4 jours d’ensemencement. Les résultats sont 
normalisés par rapport au gène de référence RPLPO. Test t de student apparié. n=3. (C-D) 
L’inhibition de DVL régule négativement la croissance cellulaire. Graphiques représentant 
le nombre de cellules suite à l’ajout du DMSO ou de l’inhibiteur pharmacologique de DVL 
(322338) pendant 48h dans les cellules DLD-1 (C) et T84 (D) Les cellules ont été cultivées 
24h avant les traitements. Analyse statistique ANOVA shctrl +DMSO vs shctrl + 322338 : 
** p ≤ 0.001. Test statistique ANOVA; shctrl + DMSO vs shα6A + DMSO : # p ≤ 0.05, 
### p ≤ 0.0001; shctl + DMSO vs shα6A + 322338 : $ p ≤ 0.05, $$$ p ≤ 0.0001. N= 3. 
Adapté de (Groulx et al., 2014). 
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3.9 L’inhibition de DVL ralentit la croissance cellulaire 
 
Pour confirmer l’importance fonctionnelle de la réduction de DVL2 suite à l’abolition du 
variant α6A, la croissance des cellules T84 et DLD-1 shctrl et shα6A a été analysée suite à 
un traitement avec un inhibiteur pharmacologique de DVL (322338). Cet inhibiteur 
empêche l’interaction entre DVL et le récepteur FRIZZLED en ciblant le domaine PDZ de 
DVL. Les analyses ont établi que l’inhibition de DVL dans les cellules T84 et DLD-1 shctrl 
après 24h de culture permet de réduire la croissance cellulaire, alors que l’ajout de 
l’inhibiteur de DVL dans les cellules T84 et DLD-1 shα6A n’entraîne aucun changement de 
la croissance cellulaire, et ce, après 48 heures de traitement (Figure 14C-D). Ce résultat 
indique l’importance biologique de la protéine DVL2 dans la croissance des cellules de 
cancer colorectal, en plus de confirmer que l’effet du variant α6A sur la prolifération 
cellulaire est relié à la diminution des niveaux protéiques de DVL2. 
 
3.10 La régulation de la dégradation autophagique de DVL2 par le variant α6A 
 
Le fait que la protéine DVL2 est diminuée alors que son transcrit n’est pas affecté suite à la 
perte de l’expression du variant α6A, implique une régulation au niveau de la stabilité 
protéique. Une étude a récemment démontré que la protéine DVL2 pouvait être dégradée 
par le processus d’autophagie via son interaction avec la protéine adaptatrice p62 ou 
séquestosome 1 codée par le gène SQSTM1 (Gao et al., 2010). Conséquemment, 
l’implication de l’autophagie dans la dégradation de DVL2 et la régulation de la voie 
Wnt/β-caténine par le variant α6A a été étudiées dans les cellules de cancer colorectal 
humain T84. Pour ce faire, les niveaux de DVL2 et de β-caténine active ont été évalués 
suite à la stimulation de l’autophagie en inhibant l’activité du complexe mTOR avec la 
rapamycine et suite à l’inhibition de la dégradation autophagique avec la bafilomycine A1. 
Plus précisément, la bafilomycine A1 empêche la fusion de l’autophagosome avec le 
lysosome, permettant l’accumulation des protéines habituellement dégradées par 
l’autophagie tel que la protéine adaptatrice et cargo p62. Tout d’abord, les analyses 
d’immunobuvardage ont révélé que la modulation de l’autophagie n’affecte pas les niveaux 
protéiques de DVL2 et de la β-caténine active dans les cellules T84 shctrl (Figure 15A). 
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Toutefois, la stimulation de l’autophagie dans les cellules shα6A engendre une diminution 
des niveaux protéiques de DVL2 accompagnée d’une réduction de la β-caténine active, 
comparativement aux mêmes cellules traitées avec le DMSO. D’un autre coté, l’inhibition 
de la dégradation autophagique entraine une augmentation des niveaux protéiques de DVL2 
sans pour autant rétablir les niveaux de β-caténine active (Figure 15A). Parallèlement, 
l’inhibition de la dégradation autophagique est validée par l’accumulation de la forme 
autophagique de LC3-II et de p62, alors que la stimulation de l’autophagie n’affecte pas les 
niveaux de LC3-II. Toutefois, la réduction de la phosphorylation sur la Thr389  de la 
protéine S6K, qui est un substrat de mTORC1, démontre que la voie mTORC1 est inhibée. 
mTORC1 est un régulateur majeur de l’induction de l’autophagie (Nicklin et al., 2009), on 
peut donc supposer indirectement, que l’autophagie a été stimulée par la rapamycine 
 
Pour valider ces résultats, la localisation de DVL2 dans l’autophagosome fut investiguée. 
Une immunofluorescence a été effectuée pour la détection de DVL et de P62 dans les 
cellules T84 shctrl et shα6A dans lesquelles la dégradation autophagique est inhibée avec la 
bafilomycine A1. Conséquemment aux résultats précédents, l’inhibition de la dégradation 
autophagique engendre une faible colocalisation de DVL avec P62 dans les cellules T84 
shctrl. Dans les mêmes conditions, une forte colocalisation de DVL avec P62 est observée 
dans les cellules T84 shα6A (Figure 15B). Ces résultats démontrent que l’absence du 
variant α6A pourrait favoriser la dégradation de la protéine DVL2 par l’autophagie en 
augmentant sa liaison à p62 via son ubiquitination. Dans le but de caractériser le 
mécanisme favorisant la dégradation de DVL2 par le variant α6A, l’expression de VHL et 
PRICKLE1, deux protéines précédemment identifiées pour réguler l’ubiquitination et la 
dégradation de DVL ont été étudiées (Chan et al., 2006; Gao et al., 2010). Les analyses en 
PCR quantitative ont révélé que l’abolition du variant α6A est accompagnée d’une 
augmentation de l’expression du transcrit de PRICKLE1, mais pas de VHL (Figure 15C). 
Cette augmentation est confirmée au niveau protéique par les analyses en 
immunobuvardage (Figure 15D). Ces résultats mettent en évidence un mécanisme contrôlé 
spécifiquement par le variant α6A pour réguler la voie Wnt/β-caténine, et ce, par 
l’intermédiaire de la dégradation autophagique de la protéine DVL2 et possiblement 
impliquant PRICKLE1. 
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Figure 15 : Régulation de la dégradation autophagique de DVL par le variant α6A. 
(A) Immunobuvardages représentatifs pour la détection de DVL2 et de la β-caténine active 
dans les cellules T84 shctrl et shα6A suite au traitement 24 h avec la rapamycine et la 
bafilomycine A1. Les protéines LC3-II et P62 confirment l’inhibition de l’autophagie et la 
détection de p-s6K confirme l’inhibition de mTOR1. (B) Graphiques de l’analyse 
densiométrique de LC3-II et DVL2. Analyse statistique ANOVA (vs DMSO), * p ≤ 0.05; 
** p ≤ 0.001. N=3. (C-H) Images représentatives d’immunofluorescence pour la 
localisation DVL (C,D), de p62 (E,F) et la colocalisation de DVL (vert), de p62 (rouge) et 
le DAPI (bleu) dans les cellules T84 shctrl (C,E,G) et T84 shα6A (D,F,H) traitées à la 
bafilomycine A1 pendant 24 h. N=3. Échelle : C-F =50µm; G-H =12.5 µm. (I) Analyses en 
PCR quantitative de l’expression du transcrit de VHL et de PRICKLE1 dans les T84 shctl et 
shα6A. Analyse statistique Test t de student (shctl vs shα6A) : ** p ≤ 0.001. N= 3. (J) 
Immnuobuvardage représentatif pour la détection de PRICKLE1 dans les T84 shctl et 
shα6A. La β-actine est utilisée comme contrôle de quantité de protéines. N=3.  
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3.11 La corrélation entre l’expression de MYC et le variant α6A in vitro 
 
Les résultats obtenus dans la première partie de mes travaux de recherche ont permis de 
prouver que la sous-unité α6 est surexprimée sous la forme du variant α6A dans le cancer 
colorectal (objectif 1), que le variant α6A régule la prolifération et la tumorigenèse 
(objectif 2) ainsi que la voie Wnt/β-caténine par la dégradation autophagique de DVL2 
(objectif 3). Toutefois, le mécanisme contrôlant son expression dans le cancer colorectal 
humain est toujours inconnu. En ce sens, la seconde partie de mes travaux consistait à 
déterminer si MYC est impliquée dans l’expression du variant α6A dans le cancer 
colorectal humain (objectif 4). Plusieurs évidences suggèrent que MYC est impliqué dans 
l’expression de la sous-unité α6 (Gebhardt et al., 2006; Nishida et al., 1997), mais son rôle 
exact dans l’expression du variant α6A n’est pas encore établi. Afin d’établir une éventuelle 
cause à effet, l’expression de MYC, de la sous-unité α6 et de ses variant α6A et α6B a tout 
d’abord été analysée dans différentes lignées cellulaires de cancer colorectal couramment 
étudiées (T84, DLD-1, Caco-2/15, HT29, HCT116, SW480, SW620) et comparées à un 
modèle de cellules épithéliales intestinales normales (HIEC). Les analyses en PCR 
quantitatives ont révélé que les lignées cellulaires de cancer colorectal expriment des 
niveaux élevés du transcrit de MYC (Figure 16A) et de la sous-unité intégrine α6 
(Figure 16B) par rapport aux cellules HIEC, suggérant une lien. Cependant, l’analyse 
subséquente en PCR compétitive a mis en évidence que la majorité des lignées cellulaires 
de cancer colorectal et les HIEC expriment majoritairement le transcrit du variant α6A 
comparativement au variant α6B, à l’exception de DLD-1 et SW620 (Figure 16C). Le 
modèle cellulaire Caco-2/15 de différenciation d’entérocytes se caractérise par une 
expression différente du variant α6A du variant α6B lors de l’atteinte de la confluence 
(Dydensborg et al., 2009a). L’analyse par immunobuvardage des niveaux protéiques de 
MYC dans ce modèle a révélé que l’expression de la protéine MYC décroît avec la 
différenciation des Caco-2/15 et corrèle avec la diminution du variant α6A et 
l’augmentation du variant α6B (Figure 16D). Ces résultats mettent en lumière une possible 
régulation de l’expression du variant α6A par MYC.   
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Figure 16 : Corrélation in vitro entre l’expression de MYC et le variant α6A. Analyses 
en PCR quantitative des transcrits de MYC (A) et de la sous-unité intégrine α6 (B) dans 
différentes lignées cellulaires de cancer colorectal et dans la lignée intestinale épithéliale 
normale HIEC. (C) Analyses en PCR compétitive de l’expression des variants α6A et α6B. 
Les résultats sont normalisés par rapport au gène de référence RPLPO. N=3. (D) 
Immunobuvardages représentatifs pour la détection des niveaux protéiques de MYC, α6A 
et α6B dans le modèle de différenciation entérocytaire Caco-2/15. L’expression de la 
cytokératine 18 (K18) est utilisée comme contrôle de quantité de protéines. N=3. 
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3.12 La corrélation entre l’expression de MYC et de la sous-unité α6A in vivo 
 
Dans une tentative de confirmer cette corrélation in vivo, l’expression du gène de la sous-
unité intégrine α6 et celle de son variant α6A ont été comparées avec l’expression de MYC 
dans 20 tumeurs colorectales humaines avec leur marge de résection correspondante. Tel 
que décrite dans des études antérieures, l’expression de MYC est augmentée dans les 20 
tumeurs de cancer colorectal en comparaison avec leur marge de résection. Lorsque les 
données sont comparées avec celles de l’expression du transcrit de la sous-unité α6, une 
forte corrélation positive entre leur expression est constatée (p ≤ 0.0001, Pearson r = 
0.8374) (Figure 17A). Cette observation supporte un contrôle de MYC sur l’activation du 
promoteur du gène de la sous-unité α6 dans le cancer colorectal. Lorsque les données de 
l’expression de MYC sont comparées avec celles de l’expression du variant α6A, une forte 
corrélation positive a également est observée (p ≤ 0.0001, Pearson r = 0.776) (Figure 17B). 
Cette observation suggère une implication de MYC cette fois dans l’expression spécifique 
du variant α6A dans les cancers colorectaux humains. 
 
 
 
 
Figure 17 : Corrélation entre l’expression de MYC et α6A dans les tumeurs primaires 
colorectales humaines. Graphique démontrant la corrélation de l’expression du transcrits 
de MYC avec le transcrit de la sous-unité intégrine α6 (A) et de son variant α6A (B) dans 20 
tumeurs primaires colorectales avec leur marge de résection correspondante. Corrélation 
entre MYC et la sous-unité α6 : Corrélation de Pearson r = 0.934, p ≤ 0.0001. Corrélation 
entre MYC et le variant α6A : Corrélaion de Pearson r = 0.880, p ≤ 0.0001. Les cercles 
vides représentent l’expression dans les marges de résection (MR). Les carrés noirs 
représentent l’expression dans les tumeurs primaires colorectales (Tu).  Les résultats sont 
normalisés par rapport au gène de référence B2M. 
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3.13  MYC régule le promoteur de la sous-unité intégrine α6 
 
Le promoteur du gène de la sous-unité intégrine α6 contient une séquence CACGAT 
reconnue par l’hétérodimère MYC/MAX, suggérant que MYC agit directement sur son 
promoteur pour réguler son expression (Nishida et al., 1997). Dans le but de corroborer 
cette hypothèse, l’effet de la surexpression de MYC et d’un mutant dominant négatif 
MADMYC sur l’activation du promoteur du gène de la sous-unité intégrine α6 a été 
analysé par essais luciférase. Pour se faire, un plasmide rapporteur exprimant la luciférase 
renilla sous le contrôle du promoteur de la sous-unité intégrine α6 a été utilisé. Dans un 
premier temps, les expériences d’essais luciférases ont révélé que dans la lignée 
cellulaire 293T, la surexpression de MYC entraîne une augmentation de l’activité du 
promoteur de la sous-unité intégrine α6, tandis que la surexpression du mutant dominant 
négatif MADMYC vient contrecarrer l’effet exercé par MYC (Figure 18A). Pour étendre 
ces observations dans un contexte de cancer colorectal, les expériences d’essais luciférases 
ont été par la suite effectuées dans les lignées cellulaires T84, Caco-2/15 et SW620. 
Contrairement aux résultats observés avec les cellules 293T, la surexpression de MYC dans 
les cellules de cancer colorectal n’affecte pas l’activité du promoteur de la sous-unité 
intégrine α6. Toutefois, la surexpression de MADMYC, à lui seul, permet de réduire 
significativement l’activité du promoteur de la sous-unité intégrine α6 (Figure 18B-D). Ce 
résultat prouve le rôle de MYC dans la régulation de l’activation du promoteur du gène la 
sous-unité intégrine α6, et ce, dans un contexte de cancer colorectal. 
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Figure 18 : MYC régule l’activité du promoteur de la sous-unité intégrine α6. (A-D) 
Essais luciférase avec le promoteur de la sous-unité intégrine α6 dans les cellules 293T (A), 
T84 (B), Caco-2/15 (C) et SW620 (D). Les cellules sont transfectées avec le plasmide vide 
(+EV), le plasmide exprimant MYC (+MYC) et le plasmide exprimant le mutant dominant 
négatif MADMYC (+MADMYC). Test statistique ANOVA vs +EV : *** p ≤ 0.0001, ** p 
≤ 0.001. Test statistique ANOVA vs +MYC: ### p ≤ 0.0001, ## p ≤ 0.001. N=3. 
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3.14  L’inhibition pharmacologique de MYC réduit l’expression du variant α6A 
 
Afin d’investiguer plus en profondeur la participation de MYC dans l’expression du variant 
α6A, les cellules T84 ont été traitées avec un inhibiteur pharmacologique de MYC (10058-
F4). L’inhibiteur agit spécifiquement en brisant l’interaction MYC/MAX, empêchant ainsi 
la transactivation des gènes cibles. Les cellules sont traitées avec 50 µM et 100 µM 
d’inhibiteur pendant 24 h et 48 h et analysées en PCR quantitative pour l’expression des 
transcrits de la sous-unité intégrine α6 et de ses variants. Dans un premier temps, 
l’inhibition de MYC avec 50 µM et 100 µM d’inhibiteur entraînent une réduction de 
l’expression du gène de la sous-unité α6 dès 24 h de traitement comparativement aux 
cellules contrôles traitées avec le DMSO. Cette réduction est, de plus, maintenue et plus 
importante à 48 h de traitement (Figure 19A). Conséquemment, dans les mêmes conditions 
de traitement, l’expression du variant α6A est également diminuée. (Figure 19B). L’analyse 
subséquente de l’expression du transcrit du variant α6B a permis de révéler que le 
traitement avec 50 µM et 100 µM d’inhibiteur de MYC pendant 24 h provoque une 
augmentation de son expression, alors qu’après 48 h d’inhibition, l’expression du variant 
α6B est similaire aux cellules traitées avec le DMSO (Figure 19C). Dans le but de 
confirmer si ce changement de l’expression des transcrits se transpose dans un changement 
au niveau protéique, une analyse par immunobuvardage a été effectuée sur les cellules T84 
traitées avec 50 µM et 100 µM d’inhibiteur de MYC pendant 48 h. Le traitement avec 
l’inhibiteur de MYC entraîne une réduction des niveaux protéiques de MYC, plus 
importante avec une concentration de 100 µM. Ce constat indique que lorsque MYC n’est 
pas lié à MAX, il est dégradé. D’autre part, les niveaux protéiques de la sous-unité α6 et de 
son variant α6A sont diminués seulement lorsque les cellules sont traitées avec une 
concentration de 100 µM d’inhibiteur de MYC (Figure 19D). Néanmoins, les niveaux 
protéiques du variant α6B sont augmentés avec des concentrations de 50 µM et 100 µM 
(Figure 19D). Ces résultats valident le rôle de MYC dans l’expression de la sous-unité α6, 
mais aussi dans l’épissage alternatif favorisant le variant α6A. 
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Figure 19 : L’inhibition pharmacologique de MYC régule l’épissage alternatif de la 
sous-unité intégrine α6. Analyses en PCR quantitative de l’expression de la sous-unité α6 
(A), ses variants α6A (B) et α6B (C). Les cellules T84 sont traitées avec l’inhibiteur 
pharmacologique de MYC (10058-F4) à des concentrations de 50 µM et 100 µM pendant 
24 h et 48 h. Les résultats sont normalisés par rapport au gène de référence RPLPO. Test 
statistique ANOVA vs DMSO : * p ≤ 0.05, ** p ≤ 0.001, *** p ≤ 0.0001. N=3. (D) 
Immunobuvardages représentatifs pour la détection des niveaux protéiques de MYC et des 
niveaux protéiques de la sous-unité α6 et de ses variants d’épissage alternatif α6A et α6B 
après 48 h de traitement avec l’inhibiteur de MYC. La cytokératine 18 (K18) est utilisée 
comme contrôle de quantité de protéines. (E) Graphiques de l’analyse densiométrique du 
ratio des niveaux protéiques des variants α6A et α6B normalisé par la cytokératine 18. Test 
statistique ANOVA vs DMSO: * p ≤ 0.05, ** p ≤ 0.001. N=3. 
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3.15 La régulation de l’expression de facteurs d’épissage alternatif par MYC 
 
Dans le but d’identifier par quel mécanisme MYC régule l’épissage alternatif de la sous-
unité α6, l’expression de différents facteurs d’épissage activateur et répresseur a été 
analysée suite au traitement avec 100 µM d’inhibition de MYC. Les gènes des facteurs 
d’épissage HNRNPA1, HNRNPA2B1, HNRNPH1, PTBP1, ESRP1 et ESRP2 ont été choisis 
pour ces analyses et ce dans les cellules T84. Parmi les gènes choisis, seuls HNRNPA2B1 et 
ESRP2 sont retrouvés diminués après 24 h d’inhibition de MYC, alors que le gène ESRP1 
est significativement augmenté dans les mêmes conditions (Figure 20). Toutefois, l’analyse 
à 48h a révélé que la réduction de l’expression des transcrits de HNRNPA2B1 et ESRP2 est 
maintenue, alors que l’expression de ESRP1 n’est pas significativement modulée. De plus, 
on observe après 48 h de traitement avec l’inhibiteur de MYC, une diminution significative 
de l’expression des transcrits de HNRNPA1 et de PTBP1 (Figure 20). Ces observations, 
couplées aux résultats précédents démontrant un changement d’épissage dès 24 h de 
traitement avec l’inhibiteur de MYC, permettent d’identifier deux facteurs d’épissages 
activateur et répresseur régulés par MYC possiblement impliquées dans l’épissage 
alternatif de la sous-unité α6, soit le facteur activateur ESRP2 et le facteur répresseur 
HNRNPA2B1. 
 
3.16 L’abolition de l’expression de HNRNPA2B1 favorise l’expression du variant 
α6A 
 
De ces deux candidats pour réguler l’épissage alternatif de l’exon 25 de la sous-unité α6, le 
facteur d’épissage activateur ESRP2 serait impliqué dans l’épissage de la sous-unité α6 
(Goel et al., 2014). Conséquemment, la participation du facteur répresseur HNRNPA2B1 a 
été étudié plus en profondeur dans les cellules T84. Pour ce faire, les cellules T84 ont été 
infectées avec trois différents shARN ciblant HNRPA2B1 et un sh contrôle (shctrl). Les 
analyses d’immunobuvardage ont dans un premier temps confirmé la baisse de l’expression 
du facteur d’épissage HNRNPA2B1 au niveau protéique dans les trois populations 
cellulaires infectées avec les différents shHNRPA2B1 par rapport aux cellules infectées 
avec le shctrl (Figure 21). Des trois shARN ciblant le facteur HNRPA2B1, le 
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shHNRNPA21B1-3 est le plus efficace. Les analyses subséquentes ont révélé que 
l’abolition du facteur d’épissage HNRNPAB1 entraîne une augmentation du variant α6A, 
accompagnée d’une diminution du variant α6B (Figure 21), et ce, pour les trois 
shHNRPA2B1 utilisés. De plus, le niveau du changement d’épissage favorisant le variant 
α6A corrèle avec l’efficacité de l’inhibition du facteur d’épissage HNRNPA2B1 
(shHNRPA2B1-3). Ce résultat établit pour la première fois l’implication du 
facteur HNRNPA2B1 dans l’épissage alternatif de la sous-unité α6.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 20 : L’inhibition de MYC entraîne la diminution de l’expression génique de 
différents facteurs d’épissage alternatif. Analyses par PCR quantitative des transcrits des 
gènes des facteurs d’épissage alternatif HNRNPA1, HNRNPA2B1, HNRNPH1, PTBP1, 
ESRP1 et ESRP2 dans les cellules T84 traitées avec 100 µM d’inhibiteur de MYC (10058-
F4) pendant 24 h et 48 h. Les résultats sont normalisés par rapport au gène de référence 
RPLPO. Test statistique ANOVA vs DMSO : * p ≤ 0.05, ** p ≤ 0.001, *** p ≤ 0.0001. 
N=3. 
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Figure 21 : L’abolition de l’expression du facteur HNRNPA2B1 favorise l’expression 
du variant α6A. (A) Immunobuvardages représentatifs pour la détection des variants 
α6A/α6B et du facteur d’épissage HNRNPA2B1 dans les cellules T84 infectées avec un 
shARN contrôle (shctrl) et trois différents shARN ciblant le facteur 
d’épissage HNRNPA2B1 (shHNRNPA2B1).La cytokératine 18 (K18) est utilisée comme 
contrôle de quantité de protéines. n=3. (B) Graphiques de l’analyse densiométrique du ratio 
des niveaux protéiques des variants α6A et α6B. Test statistique ANOVA vs shctrl. *= p 
≤ 0.05, ** p ≤ 0.001. N=3.  
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44. DISCUSSION 
 
4.1 L’intégrine α6Aβ4 dans les cancers  
 
Au cours des dernières années, de nombreux travaux ont démontré que les récepteurs des 
intégrines possèdent des fonctions importantes dans plusieurs étapes de la progression du 
cancer telles que la survie, l’invasion, la migration et la prolifération cellulaire (Guo et 
Giancotti, 2004). Bien que les intégrines puissent être mutées, elles sont souvent 
surexprimées et activées de façon constitutive dans les cancers, comme pour 
l’intégrine α6Aβ4 dans le cancer colorectal humain. La surexpression de la sous-unité α6 
n’est pas limitée au cancer colorectal. Les cancers du sein (Wang et al., 2011), de la 
prostate (Rabinovitz et al., 1995) et le glioblastome (Gingras et al., 1995) ont des niveaux 
élevés d’expression de la sous-unité intégrine α6 par rapport au tissu sain. De plus, 
l’expression d’α6 dans le cancer du sein corrèle avec une réduction de la survie des 
patientes (Friedrichs et al., 1995). Toutefois, la sous-unité d’intégrine α6 est exprimée sous 
la forme de deux variants d’épissage alternatif, α6A et α6B, et ce, dans la plupart des tissus 
humains (Hogervorst et al., 1993). Dans le côlon humain, le variant α6B est détecté dans 
les cellules quiescentes et différenciées de la glande colique et de l’épithélium de surface, 
alors que le variant α6A est associé aux cellules prolifératives à la base de la glande et aux 
cellules cancéreuses colorectales humaines (Dydensborg et al., 2009b). Mes travaux de 
recherche ont permis de découvrir que l’augmentation de la sous-unité intégrine α6 dans les 
tumeurs primaires colorectales humaines se faisait exclusivement aux dépens de son variant 
d’épissage alternatif α6A. Selon des études précédentes menées par le laboratoire du Pr 
Jean-François Beaulieu, la surexpression du variant α6A augmente l’activité 
transcriptionnelle de la β-caténine, tandis que la surexpression du variant α6B provoque 
une réduction de l’activité transcriptionnelle de MYC et une baisse de la prolifération 
(Dydensborg et al., 2009b; 2009a). Malgré le fait que ces études ont permis d’associer le 
variant α6A à une modulation de la voie Wnt/β-caténine, sa fonction biologique précise 
dans le cancer colorectal n’était pas encore identifiée. Ainsi, mes travaux ont permis 
d’établir la fonction proproliférative et protumorale du variant α6A dans les cellules de 
cancer colorectal humain, en plus de confirmer son rôle dans l’activation de la voie Wnt/β-
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caténine et d’identifier son mécanisme d’action. L’intégrine α6β4 représente un important 
médiateur de la migration et de l’invasion dans le cancer, principalement par la 
signalisation de la sous-unité intégrine β4 (Mercurio et al., 2004; 2001; Rabinovitz et 
Mercurio, 1996). La participation de la signalisation de la sous-unité intégrine α6, dans le 
rôle protumoral de l’intégrine α6β4, demeure toutefois moins caractérisée. Néanmoins, des 
études ont démontré que la sous-unité intégrine α6 contrôle la prolifération cellulaire et la 
croissance tumorale dans le cancer du sein (Y. Wang et al., 2011), le glioblastome (Lathia 
et al., 2010) et le liposarcome humain (L. Wang et al., 2011). Toutefois, l’implication des 
variants de la sous-unité α6 n’a été étudiée dans aucun de ces types de cancer. Mes travaux 
de recherche ont ainsi établi, pour la première fois, que la fonction protumorale et 
proproliférative de la sous-unité α6 est associée à son variant α6A. Plus particulièrement, la 
perte de α6A dans les cellules de cancer colorectal réduit la prolifération et la tumorigenèse, 
et ce, même en présence du variant α6B. Cette découverte suggère que le variant α6A 
pourrait être responsable la fonction proproliférative attribuée à la sous-unité α6 dans les 
cancers exprimant les deux variants, tels que le cancer du sein et le glioblastome 
(Hogervorst et al., 1993; Lathia et al., 2010; Y. Wang et al., 2011). Considérant cela, il 
serait intéressant de vérifier si l’augmentation de l’expression de la sous-unité intégrine α6 
dans le cancer du sein et le glioblastome est le résultat d’une hausse spécifique du variant 
α6A, comme pour le cancer colorectal humain.  
 
L’épissage alternatif est un processus par lequel les exons sont inclus ou exclus de l’ARN 
messager mature permettant d’augmenter considérablement la diversité des protéines. Mes 
travaux ont démontré que l’inclusion de l’exon 25 lors de l’épissage de l’ARN prémessager 
de la sous-unité α6 est favorisée, dans la majorité des cas de cancer colorectal, pour mener 
à la formation d’un variant avec une fonction proproliférative, soit le variant α6A. 
L’implication spécifique de l’épissage alternatif dans la formation d’un variant protumoral 
est également décrite pour plusieurs autres gènes. À titre d’exemple, le variant M2 de la 
pyruvate kinase se réexprime dans le glioblastome humain, conférant un avantage 
métabolique comparativement au variant M1 présent dans le tissu sain (David et al., 2010). 
Le même phénomène s’observe pour le variant cycline D1b dans le cancer de l’œsophage, 
où son expression est fortement augmentée, favorisant la prolifération et la transformation 
  70 
des cellules comparativement au variant cyclinD1a (Lu et al., 2003). Ces études mettent en 
lumière comment un variant d’épissage peut avoir un effet distinct et prédominant par 
rapport à un autre variant, tel qu’observé dans mes travaux pour le variant α6A par rapport 
à α6B. En fait, le variant α6A possède un effet commun sur toutes les cellules de cancer 
colorectal même en présence du variant α6B, puisque les quatre lignées cellulaires de 
cancer colorectal testées ont révélé une diminution de l’entrée en phase S dans le cycle 
cellulaire suite à l’abolition du variant α6A. L’effet global sur les cellules vient du fait que 
son expression est augmentée dans la majorité des tumeurs primaires colorectales 
humaines. Les expériences in vivo ont aussi démontré une réduction de la croissance 
tumorale des xénogreffes pour deux des trois lignées testées, illustrant l’effet important du 
variant α6A sur la tumorigenèse colorectale. Un résultat intéressant, les analyses 
subséquentes histologiques révèlent l’apparition de nécrose dans les cas des tumeurs issues 
des cellules DLD-1 exprimant le variant α6A. Cette observation peut expliquer en partie 
pourquoi l’effet de l’abolition de l’expression du variant α6A sur la prolifération in vitro ne 
s’est pas transposé in vivo par une réduction du développement des tumeurs en xénogreffes. 
En ce sens, il serait important de répéter ces expériences avec un nombre moins élevé de 
cellules afin de permettre aux tumeurs contrôles de se développer moins rapidement et de 
prévenir le phénomène de nécrose. Ainsi, un nombre moins élevé de cellules pourrait 
permettre une vascularisation adéquate de la tumeur pour soutenir sa croissance. Toutefois, 
il n’est pas exclu que cette observation soit aussi causée par une modulation de facteurs 
proangiogéniques et proinflammatoires dans les cellules DLD-1 par l’abolition du variant 
α6A. 
 
L’intégrine α6β4 lie toutes les laminines présentes dans la MEC (Beaulieu, 2010). 
Toutefois, plusieurs évidences suggèrent que la laminine α3β3γ2, l’un des ligands de 
l’intégrine α6β4 serait impliquée dans la tumorigenèse colorectale (Lipscomb et Mercurio, 
2005; Rabinovitz et Mercurio, 1996). Cela est supporté par le fait que l’expression de la 
chaine γ2 de la laminine α3β3γ2 est augmentée dans la majorité des cas de cancer 
colorectal, corrélant avec un potentiel invasif élevé de cellules tumorales et une réduction 
de la survie des patients (Aoki et al., 2002). Plusieurs études indépendantes ont confirmé 
ces observations, ce qui suggèrent un rôle important de l’interaction de la laminine α3β3γ2 
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avec ses récepteurs, tel que l’intégrine α6β4, dans la cancérogenèse colique humaine 
(Hlubek et al., 2001; Lenander et al., 2001; 2003; Shinto et al., 2005). Par ailleurs, 
l’expression de la chaine γ2 de la laminine α3β3γ2 corrèle avec une accumulation nucléaire 
de la β-caténine (Hlubek et al., 2001). En tenant compte de ces études, on peut proposer 
que la signalisation émergeant de l’interaction entre l’intégrine α6Aβ4 avec la laminine 
α3β3γ2 pourrait être responsable du contrôle de l’activité de la voie Wnt/β-caténine et de la 
prolifération cellulaire. Une telle affirmation reste cependant a être démontrée. Il est 
important de noter que l’abolition de la laminine α3β3γ2 ne confirmerait pas la 
signalisation proproliférative générée par l’activation de l’intégrine α6Aβ4, étant donné que 
l’interaction avec l’intégrine α6Bβ4 serait également perturbée.   
 
4.2 La régulation de la prolifération et de la voie Wnt/β-caténine  
 
La voie Wnt/β-caténine est reconnue pour être une voie dominante de la régulation de la 
prolifération cellulaire à la fois de l’épithélium intestinal physiologique et dans le cancer 
colorectal. Cela suggère une relation possible entre la fonction proproliférative de 
l’intégrine α6Aβ4 et l’activation de la voie Wnt/β-caténine dans les cryptes du côlon 
normal et dans le cancer colorectal. Au sein des  cellules normales de la glande colique, la 
voie Wnt/β-caténine est modulée par la liaison des ligands WNT aux récepteur FRIZZLED 
ce qui permet la prolifération et l’homéostasie des cellules souches (Schuijers et Clevers, 
2012). Dans le cancer colorectal, l’activation de la voie se réalise principalement par la 
mutation du gène APC, régulant la phosphorylation de la β-caténine et conséquemment 
favorisant son accumulation au noyau et l’activation des gènes cibles proprolifératifs. Les 
mutations dans le gène APC permettent une activation relative de la voie Wnt/β-caténine 
menant à la formation de polypes (Powell et al., 1992). Plusieurs autres évènements 
agissent en synergie avec les mutations du gène APC pour augmenter l’activation de la voie 
Wnt/β-caténine au cours de la progression du cancer colorectal, tels que la sécrétion des 
facteurs WNT (Voloshanenko et al., 2013), l’inhibition de la GSK3β par différentes voies 
de signalisation (Segditsas et Tomlinson, 2006) et la dégradation autophagique de DVL 
(Gao et al., 2010). Tel que démontré par mes recherches, le variant α6A participe 
activement à cette hyperactivation de la voie Wnt/β-caténine dans le cancer colorectal. En 
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utilisant plusieurs lignées cellulaires possédant différentes mutations dans le gène APC, 
l’abolition de l’expression du variant α6A a eu un impact significatif sur plusieurs étapes de 
l’activation de la voie Wnt/β-caténine, alors que l’inhibition de la GSK3β a rétabli l’activité 
de la voie et l’impact sur ses gènes cibles. Ces observations démontrent que malgré les 
mutations dans le gène APC, la β-caténine peut toujours être régulée. En effet, une étude a 
établi qu’un certain nombre de mutations dans le gène APC permettrait le maintien de la 
capacité de régulation de la forme active de la β-caténine, confirmant ainsi mes 
observations (J. Yang et al., 2006). Dans l’ensemble, mes travaux ont permis d’identifier 
un nouvel évènement dans la régulation de l’hyperativation de la voie Wnt/β-caténine dans 
le cancer colorectal humain, soit l’augmentation du variant α6A. Étant donné le rôle majeur 
de la voie Wnt/β-caténine dans la prolifération, cela suggère que l’effet exercé par le 
variant α6A sur la prolifération dépend essentiellement de son impact sur cette voie de 
signalisation. Le fait que l’inhibition de la GSK3β rétablisse l’activité de la voie et entraîne 
la réexpression des gènes cibles proprolifératifs supporte cette hypothèse. Toutefois, mes 
résultats ne prouvent pas de manière formelle que la fonction proproliférative du variant 
α6A passe par la régulation de la voie Wnt/β-caténine et de ses gènes cibles. Pour établir ce 
lien, on devrait également étudier l’impact du rétablissement de la voie Wnt/β-caténine sur 
la prolifération cellulaire. De plus, les résultats issus la lignée cellulaire de cancer colorectal 
HT29 démontrent clairement que le variant α6A peut réguler la prolifération cellulaire, la 
formation de tumeur en xénogreffe et la phosphorylation de la β-caténine par la GSK3β, 
sans affecter sa localisation nucléaire et son activité de transcription. Les expériences 
d’essais luciférase démontrent que les cellules HT29 exhibent une faible activation de la 
voie Wnt/β-caténine et suggèrent que le variant α6A pourrait réguler la fonction cellulaire 
indépendamment de la voie Wnt/β-caténine canonique. La β-caténine peut être localisée 
dans le cytoplasme, dans le noyau et à la membrane associée avec la E-cadhérine. 
L’absence d’activité transcriptionelle de la β-caténine en essai luciférase dans les HT29 
pourrait être causée par l’inaccessibilité de celle-ci. Ceci est supporté par une étude qui a 
démontré que les niveaux d’activité de la voie dans les cellules HT29 sont très faible, car la 
β-caténine est exclusivement associée avec la E-cadhérine à la membrane plasmique (Q. 
Wang et al., 2008). Cependant, nos analyses d’extrait nucléaire des cellules HT29 ont 
révélé la présence de β-caténine nucléaire. Cette observation pourrait être causée par le fait 
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que nous avons analysé des enrichissements nucléaires. Étant donné que la pureté des 
enrichissements nucléaires n’a pas été analysée, nous ne pouvons pas exclure que la β-
caténine détectée provienne d’une contamination des fractions cytosolique et membranaire. 
 
La voie Wnt/β-caténine favorise la prolifération cellulaire par la régulation de différents 
gènes impliqués dans le contrôle du cycle cellulaire. Ici, mes travaux ont permis de 
constater que l’intégrine α6Aβ4 contrôle les gènes cibles CCND2 et LGR5. Ces gènes 
cibles de la voie Wnt/β-caténine sont également régulés à la hausse dans le cancer 
colorectal humain, supportant la fonction protumorale in vivo du variant α6A 
(Mermelshtein et al., 2005; Takahashi et al., 2011). À la suite de la dérégulation de la voie 
Wnt/β-caténine par des mutations du gène APC, la CCND2 est la première cycline 
augmentée et sa présence est indispensable pour la progression du cycle cellulaire et la 
tumorigenèse (Cole et al., 2010). De plus, il a été rapporté qu’une expression élevée de 
LGR5 dans le cancer colorectal corrèle avec un faible pronostic de survie (Takahashi et al., 
2011). Il semble aussi que le récepteur LGR5 participe à l’activation de la voie Wnt/ β-
caténine par la liaison des R-spondine (de Lau et al., 2014). Selon ces observations, 
l’inhibition de ces gènes cibles de Wnt/β-caténine par l’abolition de l’expression du variant 
α6A expliquerait la diminution de la prolifération cellulaire et la réduction de la formation 
de tumeurs in vivo. Néanmoins, l’expression de la CCND1 et de MYC n’est pas affectée 
par la perte du variant α6A et par l’inhibition de la GSK3β. Cela démontre que l’impact de 
la voie Wnt/β-caténine est dépendante du type cellulaire et que dans le contexte du cancer 
colorectal humain, ce sont plutôt les gènes CCND2 et LGR5 qui sont impliqués.  
 
L’expression de la sous-unité α6 est associée aux cellules souches cancéreuses. Plus 
précisément, la sous-unité α6 est essentielle pour maintenir l’autorenouvellement, la 
prolifération et la capacité à former des tumeurs des cellules souches du glioblastome, du 
cancer du sein et du liposarcome (Cariati et al., 2008; Lathia et al., 2010; L. Wang et al., 
2011). Il a récemment été rapporté que les cellules souches cancéreuses colorectales ont 
une forte activation de la voie Wnt/β-caténine (Vermeulen et al., 2010) et le gène LGR5 est 
un marqueur des cellules souches intestinales normales et du cancer colorectal humain 
(Barker et al., 2007; Takahashi et al., 2011). Ces observations suggèrent fortement que 
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l’intégrine α6Aβ4 est impliquée dans l’homéostasie des cellules souches cancéreuses, étant 
donné que le variant α6A régule la voie Wnt/β-caténine ainsi que l’expression du 
gène LGR5. En ce sens, il serait intéressant de vérifier si les résultats obtenus dans mes 
travaux en utilisant des lignées cellulaires de type clonogéniques s’appliquent aux cellules 
souches du cancer colorectal humain.  
 
La progression d’un polype vers l’adénocarcinome implique plusieurs évènements et 
mutations autres que la dérégulation de la voie Wnt/β-caténine, telles que les mutations 
dans les gènes de la GTPase KRAS et de la kinase BRAF (Davies et al., 2002), dans les 
gènes de P53 (Cho et Vogelstein, 1992) et du TGF-β. Ces mutations affecteront différents 
processus cellulaires tels que l’apoptose, la migration/invasion et la prolifération cellulaire. 
Intéressement, toutes les lignées testées dans mes travaux exhibent des mutations dans le 
gène APC, P53 et les gènes de la GTPase KRAS ou de la kinase BRAF. À la lumière de mes 
résultats selon lesquels l’abolition du variant α6A semblerait réguler l’activation de la 
GSK3β, il est à se demander si la présence d’un P53 sauvage ne pourrait pas changer la 
fonction du variant α6A. La GSK3β peut réguler l’expression du gène de P53 ainsi que la 
stabilité protéique de p53 pour induire l’apoptose (Jacobs et al., 2012). Il serait intéressant 
d’analyser si, en présence d’un P53 sauvage, l’abolition de l’expression du variant α6A 
peut induire l’apoptose via la GSK3β et P53. En ce sens, il n’est pas surprenant que 
l’abolition du variant α6A n’induise pas l’apoptose dans nos cellules, étant donné qu’elles 
expriment toutes un P53 muté ou délété. Par ailleurs, nos résultats démontrent que le 
variant α6A régule la phosphorylation de la β-caténine, indépendant des mutations dans le 
gène APC. Environ 10 % des tumeurs de cancer colorectal humain ont des mutations dans 
la région de phosphorylation par la GSK3β dans le gène de la CTNNB1, favorisant la 
stabilité de la protéine (Sparks et al., 1998). Il est donc possible que dans le contexte d’une 
mutation dans le gène CTNNB1, l’abolition du variant α6A n’entraîne pas d’augmentation 
de la phosphorylation de la β-caténine par la GSK3β et conséquemment n’ait pas d’effet sur 
la prolifération cellulaire. Il serait très pertinent pour la poursuite de mes travaux d’analyser 
le rôle du variant α6A dans un contexte de mutation dans le gène CTNNB1. 
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4.3    Le variant α6A et la dégradation autophagique de DVL2 
 
Les observations selon lesquelles la β-caténine active est réduite et l’inhibition de la 
GSK3β rétablit l’activité de la voie Wnt/β-caténine, démontrent que le variant α6A 
interfère avec l’activité de la GSK3β pour réguler la voie Wnt/β-caténine. La 
protéine DVL, recrutée aux récepteurs FRIZZLED/LRP lors de l’activation de la voie par 
les ligands WNT, est le principal régulateur de la GSK3β et du complexe de destruction 
dont elle bloque la formation (Angers et Moon, 2009). Conséquemment, mes travaux ont 
révélé que les niveaux protéiques de DVL2 sont réduits suite à l’abolition de l’expression 
du variant α6A, appuyant l’hypothèse que le variant α6A régule l’activité de la GSK3β. De 
plus, l’inhibition pharmacologique de l’interaction de DVL avec le récepteur FRIZZLED 
dans les cellules qui exprime le variant α6A, provoque un ralentissement de la croissance 
cellulaire. Cela prouve pour la première fois l’importance physiologique de la réduction de 
DVL2 sur la croissance des cellules de cancer colorectal humain. L’absence d’effet additif 
entre l’abolition du variant α6A et l’inhibition de DVL démontre également que le variant 
α6A régule la croissance cellulaire par l’intermédiaire de DVL2. Par ailleurs, l’impact de la 
réduction de DVL2 sur la β-caténine active dans les cellules de cancer colorectal a déjà été 
démontré, confirmant l’implication fonctionnelle de la réduction de DVL2 par la perte du 
variant α6A sur l’activation de la voie Wnt/β-caténine (Jiang et al., 2008). 
 
Le fait que les niveaux de transcrit de DVL2 ne sont pas affectés, alors que l’expression 
protéique de DVL2 est réduite, révèle la présence d’un mécanisme de régulation post-
traductionnel de DVL2 par le variant α6A. En ce sens, la dégradation de la protéine de 
DVL2 est régulée par l’autophagie sélective et par le protéasome (D. W. Chan et al., 2006; 
Gao et al., 2010). L’autophagie est le processus physiologique majeur de dégradation et de 
recyclage des protéines à longue vie, des composants cytosoliques et des organelles 
cellulaires endommagées comme les mitochondries, le réticulum endoplasmique et les 
peroxysomes. Le processus débute par la formation d’une vésicule à double membrane, 
appelée autophagosome, autour du matériel cytoplasmique ciblé, lequel fusionne avec le 
lysosome pour former l’autolysosome dans lequel sera dégradé le matériel cytoplasmique 
ciblé (Levine et Klionsky, 2004). Dans le mécanisme d’autophagie, la protéine P62 joue un 
  76 
rôle crucial dans l’acheminement des protéines ubiquitinées spécifiques à l’autophagosome 
en formation. Il est démontré que p62 interagit avec les protéines ubiquitinées au niveau de 
son domaine UBA en C-terminal et forme des agrégats via son domaine N-terminal PB1 
contenant celles-ci. Ces agrégats sont séquestrés dans l’autophagosome par l’interaction de 
p62 avec LC3 et dégradés dans l’autolysosome. Ce processus spécialisé de l’autophagie 
s’appelle autophagie sélective (Kraft et al., 2010). Dans les cellules normales, l’autophagie 
et l’autophagie sélective sont des processus essentiels régulant les fonctions physiologiques 
(Wu et al., 2013). Dans le cancer, l’autophagie peut agir comme un suppresseur de tumeur, 
ou comme un facteur protumoral favorisant la survie de la cellule tumorale et le 
développement du cancer (Mathew et al., 2007; Z. J. Yang et al., 2011). Dans le côlon, 
l’autophagie est active spécifiquement dans la région des cellules souches et progénitrices 
prolifératives, alors qu’elle est fortement active dans la majorité des tumeurs primaires de 
cancer colorectal et des lignées cellulaires in vitro (Groulx et al., 2012). Ces observations 
suggèrent que l’autophagie serait bénéfique pour la survie et le développement des cellules 
du cancer colorectal humain (Yang et Winslet, 2011).  
 
L’analyse de l’implication de l’autophagie durant mes travaux a mis en évidence un 
mécanisme insoupçonné régulé par le variant α6A, soit l’utilisation du processus de 
l’autophagie sélective pour contrôler la voie Wnt/β-caténine. Plus précisément, mes 
résultats ont démontré qu’il contrôle la dégradation de DVL2 par l’autophagie sélective 
impliquant la protéine p62. L’implication de ce processus de dégradation est confirmée par 
les observations selon lesquelles l’inhibition de l’autophagie dans les cellules déficientes 
pour l’intégrine α6Aβ4 est accompagnée d’un rétablissement des niveaux protéiques de 
DVL2. Cependant, cette augmentation de DVL n’est pas suivie d’un rétablissement de la 
forme active de la β-caténine. Cela s’explique, en partie, par les expériences 
d’immunofluorescences montrant que lors de l’inhibition du processus d’autophagie par la 
bafilomycine A1, la protéine DVL est toujours associée avec p62. Ce résultat suggère que 
dans ces conditions, ce sont les niveaux de la protéine DVL ubuiqitinée et liée à p62 qui 
sont augmentés, et que cette forme est inapte a être recrutée aux récepteurs FRIZZLED afin 
d’inhiber la GSK3β et conséquemment affecter la β-caténine active. Néanmoins, la 
stimulation de l’autophagie avec la rapamycine, un inhibiteur de mTORC1, provoque une 
  77 
réduction des niveaux de DVL2, accompagnée d’une réduction de la β-caténine active, 
validant ainsi l’impact de l’autophagie sur la voie Wnt/β-caténine. Cependant, mes résultats 
ne montrent aucun changement des niveaux de LC3 – II suite à l’inhibition de mTORC1, 
suggérant l’absence d’induction de l’autophagie. Cette observation peut être expliqué par le 
fait que nous n’avons pas analysé le flux autophagique. En ce sens, l’absence de 
changement de LC3-II pourrait être causé par une dégradation de l’autophagosome toujours 
plus importante que sa formation dans nos cellules, malgré une stimulation par le traitement 
avec la rapamycine. En supposant que nous avons bel et bien stimulé le processus 
d’autophagie, mes résultats vont dans le même sens qu’une étude démontrant qu’en 
conditions de stress métabolique, l’autophagie régule la voie Wnt/β-caténine par la 
dégradation de DVL2. Les auteurs de cette étude ont aussi confirmé l’importance 
fonctionnelle de ce mécanisme dans les cellules de cancer colorectal SW480, supportant 
mes observations réalisées dans plusieurs lignées cellulaires de cancer colorectal humain 
(Gao et al., 2010). Toutefois, étant donnée que mTORC1 régule aussi la translation 
protéique, nous ne pouvons pas exclure que la baisse protéique de DVL2 que nous 
observons suite au traitement avec la rapamycine est causée par une réduction de sa 
synthèse protéique.  
 
L’autophagie est un processus dynamique résultant de la formation de l’autophagosome, de 
la livraison de substrats de l’autophagie vers le lysosome et de la dégradation de substrats à 
l’intérieur de l’autolysosome. Ces différentes étapes sont régulées par plusieurs voies de 
signalisation, telles que la signalisation du complexe mTOR1 en réponse à un stress 
métabolique, la voie MERK/ERK et la voie  PI3K/AKT (Levine et Klionsky, 2004). Le 
niveau d’activité du processus de l’autophagie, soit le flux autophagique, peut être quantifié 
par l’analyse de l’accumulation de LC3-II et p62 avec le temps, en réponse à l’inhibition de 
la fusion de l’autophagosome avec le lysosome par le traitement à la bafilomycine A1 
(Klionsky et al., 2012). Tels que constatés suite au traitement avec la bafilomycine A1, les 
niveaux de LC3-II et de p62 sont comparables dans les cellules avec et sans le variant α6A, 
suggérant ainsi que le flux autophagique n’est pas influencé. Cette observation réalisée 
après 24 heures de traitement devra somme toute être confirmée avec un temps plus court 
de traitement, tel que 2 heures. Globalement, mes observations suggèrent que la réduction 
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de la protéine DVL2 n’est pas la conséquence d’une augmentation du flux autophagique, 
mais plutôt de l’augmentation de sa reconnaissance par p62. Cette reconnaissance 
s’effectue par l’ubiquitination de DVL2 par des complexes E3 ubiquitine ligases (Gao et 
al., 2010). Certaines protéines déterminantes des complexes E3 ubiquitine ligases régulent 
l’ubiquitination et la dégradation de DVL, telles que pVHL (Gao et al., 2010) dans la 
dégradation par le processus de l’autophagie et les protéines KLHL12-Cullin-3 (Angers et 
al., 2006), NEDL1 (Miyazaki et al., 2004) et PRICKLE1 (D. W. Chan et al., 2006) dans la 
dégradation par le protéasome. Ces études ont identifié précisément l’implication de pVHL 
et PRICKLE1 dans le système gastro-intestinal. Mes travaux ont permis de constater que le 
mécanisme mis en place par la perte du variant α6A ne passe pas par l’intermédiaire d’une 
régulation de VHL, mais possiblement par la régulation à la hausse de l’expression du 
transcrit et de la protéine de PRICKLE1. Peu de résultats sont connus concernant les motifs 
d’ubiquitinations permettant de diriger les molécules vers l’autophagie. Toutefois, il semble 
que peu importe le motif d’ubiquitination d’une protéine, l’autophagie et le protéasome la 
dégradent (Kraft et al., 2010; Schreiber et Peter, 2014; Shaid et al., 2013). L’augmentation 
de la protéine PRICKLE1 peut donc expliquer l’augmentation de la dégradation 
autophagique de DVL2 par la perte du variant α6A. L’abolition de PRICKLE1 par shARN 
en combinaison avec celle du variant α6A permettrait de valider son rôle. Étant donné la 
similitude avec l’autophagie sélective, l’implication du protéasome dans la dégradation de 
DVL2 ne peut pas être exclue. Jusqu’à ce jour, peu de protéines sont caractérisées pour être 
régulées par l’autophagie sélective. Néanmoins, il a été démontré que P62 peut lier TRAF6 
et la caspase-8, régulant respectivement la voie NFkappaB (Duran et al., 2008) et 
l’apoptose (Jin et al., 2009). Considérant cela, il serait pertinent de vérifier si 
l’augmentation de PRICKLE1 régule d’autres protéines proproliferatives par l’autophagie 
sélective. Par ailleurs, la bafilomycine A1 agit en inhibant les pompes vacuolaires 
H+ATPase, empêchant l’acidification des organelles contenant des enzymes tels que les 
lysosomes et les endosomes (Klionsky et al., 2012). Il a été démontré que la bafilomycine 
peut aussi inhiber le protéasome et d'autres processus cellulaires (Barth et al., 2010). Étant 
donné que la bafilomycine A1 possède un large spectre d’action et peut aussi affecter le 
protéasome, il serait important de confirmer l’implication de l’autophagie dans le 
mécanisme d’action du variant α6A. Pour ce faire, l’inhibition de l’induction de 
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l’autophagosome ou l’inhibition de l’autophagie sélective pourrait être réalisée en utilisant 
des shARN dirigés contre BECLIN1 et p62 respectivement, combinée avec l’abolition du 
variant α6A. Néanmoins, combinées ensemble, les expériences avec la rapamycine, la 
bafilomycine et la colocalisation de DVL avec p62 supportent fortement l’implication de 
l’autophagie dans la régulation de DVL2 par le variant α6A. 
 
À la lumière de mes travaux, le mécanisme de dégradation de DVL2 ne semble pas activé 
lorsque le variant α6A est présent. D’un point de vue thérapeutique, cette observation est 
particulièrement intéressante. Le processus d’autophagie est fortement actif dans la 
majorité des cellules de cancer colorectal humain (Groulx et al., 2012), conférant 
possiblement un avantage métabolique aux cellules cancéreuses pour favoriser leur survie 
et leur prolifération (Mathew et al., 2007). Conséquemment, cette particularité pourrait être 
utilisée à leurs dépens pour dégrader la protéine DVL2 et ainsi empêcher la prolifération 
cellulaire, en ciblant spécifiquement l’intégrine α6Aβ4.  
 
4.4  La signalisation intracellulaire du variant α6A 
 
Le mécanisme exact par lequel la signalisation provenant du variant α6A de l’intégrine 
α6Aβ4 régule la dégradation autophagique de DVL2 reste à déterminer. Néanmoins, la 
signalisation de l’extérieur vers l’intérieur découlant des intégrines se produit par le 
recrutement de différentes protéines d’échafaudage et de kinases sur leur domaine 
cytoplasmique. Par la suite, ces protéines intracellulaires régulent les fonctions 
physiologiques telles que la prolifération, l’apoptose, la différentiation et le métabolisme 
(Guo et Giancotti, 2004). Étant donné que les variants α6A et α6B disposent de domaines 
cytoplasmiques différents, la fonction proproliférative du variant α6A est nécessairement en 
lien avec sa capacité à recruter des partenaires cytoplasmiques spécifiques. Des études de 
doubles hybrides chez la levure démontrant que le variant α6A interagit spécifiquement 
avec la protéine MSS4 et le variant α6B, avec la protéine BIN1, par le motif GFFKR de 
leur domaine cytoplasmique (Wixler et al., 1999), appuient cette hypothèse. La 
protéine MSS4 induit l’apoptose des cellules de mélanomes A7 (Walter et al., 2012), 
supportant le rôle protumotal du variant α6A. BIN1 est un suppresseur de tumeurs par sa 
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capacité à inhiber l’activité de transcription de MYC (Elliott et al., 1999; Sakamuro et al., 
1996), suggérant un rôle de suppresseur de tumeurs pour le variant α6B. Les analyses de 
doubles hybrides chez la levure ont également révélé que le domaine PDZ de la protéine 
GIPC pouvait lier à la fois le domaine cytoplasmique des variants α6A et α6B. Toutefois, 
l’interaction est plus importante avec le variant α6A (Mourabit et al., 2002; Tani et 
Mercurio, 2001). L’association préférentielle de GIPC avec le variant α6A pourrait être à 
l’origine du rôle proprolifératif du variant α6A dans le cancer colorectal, et ce, en 
considérant que les deux protéines colocalisent dans les cellules de cancer colorectal in 
vitro (Tani et Mercurio, 2001) et que plusieurs études indiquent que l’abolition de GIPC 
entraîne une réduction de la prolifération et de la tumorigenèse des cellules cancéreuses du 
sein (Choi et al., 2010; L. Wang et al., 2010) et du pancréas (Muders et al., 2009). Le fait 
qu’il ait été établi initialement que la protéine DVL2 était dégradée par l’autophagie en 
condition de stress, plus précisément lors d’une déprivation en glucose (Gao et al., 2010), 
suggère que l’abolition du variant α6A pourrait affecter le métabolisme du glucose. Fait 
intéressant, la protéine GIPC lie la myosine VI par son domaine C-terminal et interagit avec 
le transporteur du glucose GLUT1 par son domaine PDZ pour l’acheminer à la membrane 
plasmique des cellules hématopoïétiques (Wieman et al., 2009). Ce même domaine PDZ 
est également responsable de l’interaction avec la sous-unité α6A, ce qui empêche 
théoriquement l’association simultanée avec GLUT1 (Mourabit et al., 2002; Tani et 
Mercurio, 2001). Cependant, la protéine GIPC s’homodimérise par ses domaines GH1 et 
GH2 pour produire un homodimère disposant de deux domaines PDZ (Katoh, 2013), 
permettant théoriquement l’association simultanée avec GLUT1 et le domaine 
cytoplasmique du variant α6A. Cela est supporté par le fait que le transporteur GLUT1 se 
localise au niveau de la membrane basolatérale des cellules polarisées Caco-2, comme 
l’intégrine α6β4 (Harris et al., 1992). De plus, la protéine GLUT1 est absente de 
l’épithélium normal de la glande du colon, alors qu’on la détecte fortement dans 80 % des 
adénocarcinomes solides et des métastases de cancer colorectal humain (Jun et al., 2011; 
Lambert et al., 2002). L’interaction GIPC et le variant α6A pourrait favoriser le 
recrutement du transporteur GLUT1 à la surface de la membrane basolatérale, permettant 
ainsi le transport accru du glucose à l’intérieur de la cellule cancéreuse. Cette hypothèse 
pourrait ainsi expliquer l’augmentation de la dégradation autophagique de DVL2 suite à la 
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suppression du variant α6A. Dans la poursuite de mes travaux de recherche, il serait 
d’intérêt d’évaluer si l’abolition du variant α6A s’accompagne d’une diminution du 
recrutement du transporteur GLUT1 à la membranaire et du transport du glucose 
intracellulaire. En somme, mes résultats ont établi que l’abolition de la signalisation 
émergeant du domaine cytoplasmique du variant α6A et non celle du variant α6B provoque 
une réduction de la prolifération associée à une diminution de la formation de tumeurs. 
Toutefois, l’identification et l’implication des protéines spécifiques interagissant avec le 
domaine cytoplasmique du variant α6A, dans le phénotype observé, restent à confirmer.  
 
Conformément au mécanisme de biosynthèse et recyclage des intégrines (Bridgewater et 
al., 2012), la sous-unité β4 est réduite en l’absence du variant α6A. Dans ce cas, il se 
pourrait que la perte de la signalisation de la sous-unité β4 cause la réduction de la 
prolifération et de la voie Wnt/β-caténine. Néanmoins, les analyses en immunofluorescence 
et en immunobuvardage sur les fractions subcellulaires ont démontré que l’intégrine α6Bβ4 
était toujours présente. Donc même si l’expression de la sous-unité β4 est diminuée, elle 
existe toujours dans les cellules pour générer une signalisation intracellulaire. D’un point de 
vue fonctionnel, les résultats de mes travaux de thèse peuvent être associés spécifiquement 
à la signalisation du variant α6A de l’intégrine α6Aβ4, et non, à celle de la sous-unité β4. 
Malgré cela, la contribution de la sous-unité β4 dans les observations ne peut pas être 
complètement exclue. Selon la littérature, la signalisation de la sous-unité β4 est associée à 
la migration, l’invasion et l’apoptose, suggérant ainsi que les effets observés sur la voie 
Wnt/β-caténine et la prolifération sont engendrées par la perte de la signalisation du variant 
α6A.  
 
4.5 La régulation de l’expression de l’intégrine α6β4 par MYC 
 
Le proto-oncogène MYC est reconnu être fréquemment dérégulé dans le cancer colorectal 
(Ni et al., 2005). À lui seul, MYC contrôle l’expression de plusieurs gènes impliqués dans 
différents processus favorisant la progression du cancer. Fait intéressant, la sous-unité β4 
est régulée positivement par MYC au niveau de son promoteur dans le cancer colorectal 
humain (Ni et al., 2005). Selon mes travaux de doctorat, le promoteur de la sous-unité α6 
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est également sous le contrôle de MYC, menant à la surexpression spécifique de l’intégrine 
α6β4 dans le cancer colorectal humain. Cependant, une étude a démontré que la 
surexpression de MYC inhibe l’étalement et l’adhérence des kératinocytes primaires lors de 
la stimulation par le TGF-β, par la répression des sous-unités intégrines α6, β1 β4, en 
collaboration avec MIZ-1 (Gebhardt et al., 2006). Ces résultats diffèrent des observations 
obtenues dans le cancer colorectal humain. Cette différence peut s’expliquer par l’effet 
répresseur observé spécifique dans les kératinocytes suite au traitement par le TGF-β et, 
que dans ces conditions, l’association du complexe répresseur MYC/MAD/MIZ-1 au 
promoteur de la sous-unité α6 est favorisée. Toutefois, l’analyse de la séquence du 
promoteur de la sous-unité α6 a identifié un site fonctionnel pour la liaison MYC/MAD, 
situé à -345 avant le site de début de la transcription (Nishida et al., 1997). Cette étude 
corrobore mes résultats établissant que la surexpression d’un dominant négatif de MYC 
(MADMYC) et l’inhibition pharmacologique de MYC réduit l’expression du promoteur du 
gène de la sous-unité α6. Le fait que la surexpression de MYC stimule le promoteur de la 
sous-unité α6 dans les cellules 293T, et non dans les cellules de cancer colorectal suppose 
également que dans ces cellules, le promoteur du gène de la sous-unité α6 est déjà occupé 
par le MC endogène. Ceci est supporté par le fait que les cellules utilisées expriment 
beaucoup plus la sous-unité α6 et MYC comparativement à une lignée cellulaire intestinale 
normale.. Globalement, mes observations démontrent que la fonction de MYC semble 
dépendre du contexte cancéreux des cellules et que dans le cancer colorectal humain, MYC 
active l’expression de la sous-unité α6. Ceci est également confirmé par la forte corrélation 
de l’expression de la sous-unité intégrine α6, démontrée dans mes travaux, et de la sous-
unité intégrine β4 avec MYC dans les tumeurs primaires de cancer colorectal humain (Ni et 
al., 2005).  
 
D’autre part, des études ont montré que la voie Raf-MEK-ERK pouvait aussi réguler 
l’expression de la sous-unité intégrine α6. L’activation constitutive de la voie Raf-MEK-
ERK dans les NIH-3T3 ainsi que l’expression d’un mutant constitutif actif de MEK1 dans 
les cellules épithéliales intestinales de rat provoquent l’augmentation de l’expression de la 
sous-unité α6 (Lemieux et al., 2009; Woods et al., 2001). Malgré le fait que MYC est une 
cible importante de la voie Wnt/β-caténine (Polakis, 2012), plusieurs études ont aussi établi 
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qu’il est également l’une des cibles principales de la voie Raf-MEK-ERK. En effet, 
l’activation de la voie Raf-MEK-ERK augmente l’expression de MYC par l’activation de 
son promoteur et par la phosphorylation de la protéine (Kress et al., 2011; Marampon et al., 
2006). Dans le cancer colorectal, plusieurs mutations dans BRaf et Kras causent une forte 
activation de la voie(T. L. Chan et al., 2003; Rustgi, 2007). Selon mes résultats, l’inhibition 
de la voie Wnt/β-caténine secondaire à l’abolition de l’expression du variant α6A et 
l’inhibition de la GSK3β n’affecte pas l’expression de MYC. Cela suggère fortement 
qu’une autre voie de signalisation serait principalement impliquée dans l’expression de 
MYC et la régulation de l’expression de la sous-unité α6 dans les cellules de cancer 
colorectal, possiblement la voie Raf-MEK-ERK.  
 
4.6 MYC et l’épissage alternatif de l’exon 25 du transcrit de la sous-unité intégrine 
α6 
 
En plus de contrôler l’expression de nombreux gènes impliqués dans la prolifération, MYC 
régule également l’expression de plusieurs facteurs d’épissage alternatif et conséquemment 
l’expression de variants d’épissage alternatif protumoraux dans le cancer. À titre 
d’exemple, MYC contrôle l’expression des facteurs d’épissage HNRNPA1, HNRNPA2B1 
et PTBP1 pour la formation de variants possédant de nouvelles fonctions protumorales 
(David et al., 2010; David et Manley, 2010). Mes recherches ont établi que MYC contrôle 
l’expression HNRPA2B1 dans le contexte du cancer colorectal, en plus d’identifier un 
nouveau facteur d’épissage régulé par MYC, soit ESRP2. Selon la séquence du promoteur 
du gène ESRP2, il contient un site potentiel de liaison de MYC/MAX (CACGTG). 
L’importance de cette séquence dans l’expression de ESRP2 n’est toutefois pas confirmée. 
Malgré cela, mes résultats suggèrent fortement que ESRP2 est une cible directe ou indirecte 
de MYC. Considérant que MYC, un important oncogène, est grandement augmenté dans le 
cancer colorectal , on devrait s’attendre à ce qu’ESRP2 et HNRPA2B1 soient impliqués 
dans l’expression de différents variants d’épissages protumoraux favorisant la progression 
du cancer. Mes travaux le confirment, car ils ont établi que MYC favorise l’inclusion de 
l’exon 25 dans l’ARN messager menant à la formation du variant proprolifératif α6A dans 
le cancer colorectal humain, et ce, possiblement par les facteurs d’épissage ESRP2 et 
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HNRPA2B1. Un tel rôle dans l’expression de variants protumoraux est aussi connu pour 
ces deux facteurs d’épissage. Par exemple, le facteur HNRPA2B1 entraine l’épissage 
alternatif de la pyruvate kinase M2 pour favoriser le métabolisme cellulaire (David et al., 
2010), il augmente l’inclusion de l’exon 12a dans le transcrit de BIN1 inactivant sa 
fonction suppresseur de tumeur et il active le proto-oncogène RON par l’exclusion de 
l’exon 11 (Golan-Gerstl et al., 2011). De plus, HNRPA2B1 est surexprimé dans les 
glioblastomes humains et corrèle avec une faible survie des patients (David et al., 2010; 
Golan-Gerstl et al., 2011). Le facteur ESRP2 régule de nombreux variants d’épissage 
impliqués dans la transition épithéliale-mésenchyme tels que CD44, CTNND1 et ENAH 
(Warzecha et al., 2010). Afin d’évaluer la participation de HNRPA2B1 dans l’épissage 
alternatif de l’exon 25 de sous-unité intégrine α6, son expression a été abolie. Contre toute 
attente, l’abolition de HNRNPA2B1 a favorisé l’inclusion de l’exon 25, révélée par la 
hausse de l’expression du variant α6A et une diminution du variant α6B. Ce résultat illustre 
la complexité du processus d’épissage alternatif dans la cellule, déterminé par la présence et 
la compétition entre les facteurs activateurs et répresseurs. Bien que ce résultat ne concorde 
pas avec les expériences d’inhibition de MYC, il correspond au rôle répresseur des facteurs 
de la famille des HNRNP (Matlin et al., 2005). Ainsi, mes travaux ont permis de découvrir 
que le facteur HNRNPA2B1 réprime l’utilisation du site aux extrémités de l’exon 25 du 
transcrit de la sous-unité intégrine α6 pour favoriser la formation du variant α6B. 
Récemment, il a démontré que le facteur ESRP2 favorisait l’incorporation de l’exon 25 
dans le transcrit mature de la sous-unité α6, corroborant une partie de mes résultats 
(Warzecha et al., 2010). Toutefois, mes résultats révèlent un mécanisme beaucoup plus 
complexe, impliquant la participation d’un facteur d’épissage activateur, ESRP2, et d’un 
facteur d’épissage répresseur, HNRPA2B1. Le fait que les deux facteurs soient présents 
dans une cellule de cancer colorectal exprimant majoritairement le variant α6A, suggère 
que le facteur ESRP2 possède un effet dominant sur le rôle répresseur du 
facteur HNRPA2B1, permettant ainsi l’utilisation préférentielle des sites d’épissage de 
l’exon 25 en sa présence. Cette hypothèse permettrait d’expliquer pourquoi l’inhibition de 
MYC entraîne une baisse du variant α6A. En se basant sur mes observations et la 
littérature, il serait déterminant de confirmer le rôle activateur du facteur ESRP2 pour 
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l’épissage de l’exon 25 du transcrit de la sous-unité α6 dans le contexte du cancer colorectal 
humain. 
 
 
4.7 L’implication clinique 
 
La signalisation émergeant du variant α6A de l’intégrine α6Aβ4 exerce un effet majeur sur 
la prolifération des cellules de cancer colorectal in vitro et in vivo. Le fait que l’on retrouve 
cette intégrine significativement surexprimée, peu importe le stade et le grade de la tumeur, 
démontre le potentiel thérapeutique de cibler de l’intégrine α6Aβ4. Toutefois, la grande 
similitude entre les variants α6A et α6AB peut rendre difficile l’établissement de stratégies 
thérapeutiques. Mes recherches démontrent que la fonction du variant α6A passe par la 
régulation de la dégradation autophagique de DVL2 et que MYC contrôle son expression. 
En ce sens, il serait intéressant de cibler l’une des composantes qui régule son expression 
telle que MYC et ESRP2, ou encore l’une des composantes que ce variant régule tel DVL2 
et l’autophagie pour l’élaboration d’un futur traitement. L’impact de l’inhibition 
pharmacologique de DVL sur la croissance des cellules tumorales in vitro va dans ce sens. 
Il serait également pertinent de vérifier cette observation dans un contexte in vivo pour 
valider le potentiel thérapeutique du ciblage de DVL2. Un fait intéressant, le dominant 
négatif de MYC, appelé OMOMYC, élimine les tumeurs du poumon chez la souris et est 
présentement en phase préclinique (Soucek et al., 2013). Ainsi, dans une perspective 
thérapeutique, il serait peut-être plus intéressant et plus facile de cibler les éléments 
régulant l’expression de l’intégrine α6Aβ4 et les éléments participant à sa fonction 
protumorale. 
 
Le cancer colorectal est la deuxième cause de décès par le cancer en Amérique du Nord. 
Toutefois, ce type de cancer est traitable lorsque détecté aux stades précoces. Différentes 
techniques ont été mises au point pour analyser le contenu (ARN, ADN et protéines) des 
fèces, et ce, dans le but précis de diagnostiquer la présence précoce du cancer colorectal. 
Lors du passage des fèces dans le tube digestif, les cellules épithéliales de la muqueuse sont 
exfoliées dans les fèces, principalement les cellules différenciées exprimant le variant α6B. 
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Toutefois, lorsqu’une tumeur est présente dans la muqueuse, c’est les cellules cancéreuses 
exprimant le variant α6A qui sont exfoliées dans les fèces. Cette particularité pourrait être 
utilisée pour développer un test diagnostique. En fait, les découvertes issues de mes travaux 
de thèse et des travaux publiés précédemment par notre laboratoire ont permis l’obtention 
d’un brevet international pour étudier l’expression du variant α6A à cette fin. Nous sommes 
actuellement en train d’évaluer le potentiel diagnostique clinique précoce du cancer 
colorectal par la détection du variant α6A dans les fèces, étant donné qu’il est fortement 
surexprimé dans ce cancer, et ce peu importe le stade.   
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55. CONCLUSION 
 
En somme, mes travaux de recherche de thèse ont mené à la caractérisation d’un variant 
proprolifératif de la sous-unité intégrine α6 dans le cancer colorectal humain, soit le variant 
α6A. La première partie de mon expérimentation a démontré que l’augmentation de la 
sous-unité α6 dans les tumeurs primaires colorectales humaines est le résultat d’une 
surexpression sélective d’ α6A. En effet, son expression est plus que doublée dans le cancer 
colorectal comparativement au tissu sain, alors que celle du variant α6B n’est pas modulée. 
De plus, la surexpression du variant α6A constitue un évènement majeur dans la 
carcinogenèse colorectale, en raison de son maintien durant la progression du cancer 
colorectal.  
 
La seconde partie de mes travaux concernait l'investigation du rôle biologique du variant 
α6A. L’utilisation de différentes techniques in vitro et in vivo a amené à découvrir qu’il est 
un important médiateur de la prolifération et de la tumorigenèse des cellules humaines de 
cancer colorectal. Cette fonction est montrée par la diminution d’incorporation de BrdU et 
l’absence d’apoptose dans les cellules n’exprimant pas l’intégrine α6Aβ4, alors que 
l’intégrine α6Bβ4 est toujours présente. De plus, la réduction de la capacité à former des 
tumeurs chez la souris par les cellules n’exprimant pas l’intégrine α6Aβ4 a validé son rôle 
protumoral in vivo. Ces travaux permettent de conclure que le variant α6A possède une 
fonction proproliférative et protumorale dans le cancer colorectal humain. 
 
La troisième partie de mes travaux de recherche visait à déterminer la voie de signalisation 
du variant α6A. Une première dans ce domaine, mes expériences ont permis de découvrir 
que le variant α6A participe à l’hyperactivation de la voie Wnt/β-caténine dans le cancer 
colorectal humain. Cette découverte est appuyée par plusieurs évidences, entre autres, le 
fait qu’une réduction de la β-caténine active, de la β-caténine nucléaire et de l’activité 
transcriptionnelle du complexe β-caténine/TFC4 accompagne la perte du variant α6. Deux 
gènes cibles de la voie Wnt/β-caténine, contrôlés par le variant α6A, ont également été 
découverts, soit CCND2 et LGR5. L’étude mécanistique a permis de démontrer que le 
variant α6A contrôle la voie Wnt/β-caténine par la dégradation autophagique de DVL2. Ce 
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mécanisme s’opèrerait possiblement par la surexpression de PRICKLE1. Considérant que 
l’autophagie est un processus fortement actif dans le cancer colorectal, ce résultat introduit 
une avenue thérapeutique intéressante utilisant l’autophagie aux dépens des cellules 
cancéreuses.  
 
Dans la dernière partie de mes travaux, l’étude du mécanisme de la surexpression du 
variant α6A a permis de découvrir que le proto-oncogène MYC contrôle l’expression de 
l’intégrine α6Aβ4 dans le cancer colorectal humain. Les expériences de surexpression de 
MYC et d’un dominant négatif MADMYC ont confirmé que la liaison du complexe 
MYC/MAX dans les cellules de cancer colorectal humain active le promoteur de la sous-
unité α6. L’inhibition pharmacologique de MYC supporte également cette observation. De 
plus, mes travaux ont identifié un mécanisme impliquant deux facteurs d’épissage alternatif 
régulés par MYC, ESRP2 et HNRNPA2B1. Ces facteurs participent à l’épissage de 
l’exon 25 dans le transcrit mature de la sous-unité α6, l’un activateur et l’autre répresseur, 
et favorise ensemble la présence du variant α6A. Ces résultats permettent de conclure que 
MYC régule l’expression du variant α6A dans les cellules cancéreuses colorectales 
humaines. 
 
Globalement, les résultats de mes travaux de recherche présentés dans cette thèse ont 
grandement contribué à l’avancement des connaissances dans le domaine de la biologie 
cellulaire et du cancer. Ainsi, une nouvelle protéine proproliférative contrôlée par MYC 
dans le cancer colorectal a été découverte, soit le récepteur intégrine α6Aβ4. Mes travaux 
permettent ainsi une meilleure compréhension du processus complexe de la carcinogenèse 
colorectale humaine et conduiront potentiellement à l’amélioration du traitement des 
patients. En ce sens, ces découvertes pourront mener à l’élaboration de nouvelles approches 
thérapeutiques et à des tests diagnostiques plus efficaces et moins invasifs.  
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66. PERSPECTIVES 
 
L’hypothèse et les objectifs proposés dans cette thèse ont été validés avec succès. 
Toutefois, mes travaux soulèvent d’autres interrogations qui mériteraient d’être élucidées. 
Par exemple, j’ai établi que le variant α6A régule la prolifération et la voie Wnt/β-caténine. 
Malgré le fait que cette voie soit reconnue pour être un médiateur important de la 
prolifération cellulaire, spécifiquement dans le cancer colorectal, il serait important de 
confirmer le lien entre sa réduction et la baisse de prolifération. Cela pourrait être 
déterminé par l’expression d’une forme mutée et non dégradable de la β-caténine et par son 
impact sur le rétablissement de la prolifération dans les cellules n’exprimant pas l’intégrine 
α6Aβ4. Tel que discuté précédemment, il serait intéressant de vérifier si l’augmentation de 
PRICKLE1 est reliée à la dégradation de la protéine DVL2 par l’autophagie. Pour se faire, 
il suffirait de supprimer l’expression de PRICKLE1 par shARN et de quantifier la 
dégradation de DVL2 dans les cellules shα6A. De plus, la participation possible de 
l’intégrine α6Aβ4 dans le transport du glucose mérite d’être étudiée davantage. Une 
technique simple permettant de prouver cette hypothèse serait d’utiliser un analogue 
fluorescent du glucose (2-NBDG) et de mesurer son internalisation dans les cellules 
exprimant ou non l’intégrine α6Aβ4. Finalement, il serait pertinent de confirmer le rôle de 
ESRP2 dans l’épissage de l’exon 25 de la sous-unité α6, et ce, toujours dans le contexte du 
cancer colorectal humain. Cette expérimentation pourrait être réalisée en inhibant son 
expression par shARN. Pour répondre à l’hypothèse soulevée par mes résultats, à savoir 
que ESRP2 aurait un effet dominant sur HNRPA2B2, il serait également crucial d’effectuer 
l’abolition simultanée des deux facteurs et d’évaluer l’impact sur l’épissage de l’exon 25. 
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